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(57) Abstract: The invention relates to a pharmaceutical composition comprising at least one mRNA, which contains at least one 
O region that codes for an antigen from a tumour, combined with an aqueous solvent and preferably with a cytokine, e.g. GM-CSF. 

OThc invention also relates to a method for producing the pharmaceutical composition. The inventive pharmaceutical composition is 
^ used in particular for the treatment and/or prophylaxis of cancer. 
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mRNA, umfassend mindestens einen fiir mindestens ein Antigen aus einem Tumor codierenden Bereich, in Verbindung mit einem 
wassrigen USsungsmittel und vorzugsweise einem Cytokin, bspw. GM-CSF, und ein Verfahren zur Herstellung der pharmazeu- 
tischen Zusammensetzung. Die erfindungsgemaBe pharmazeutische Zusammensetzung dient insbesondere der Therapie und/oder 
Prophylaxe gegcn Krebs. 



WO 03/051401 



PCT/EP02/14577 



Die Application von mRNA fur den Einsatz als The* apeutikum gegen 
10 Tumorerkrankungen 

Die vorliegende Etfindung betrifft eine pharrnazeutische Zusammensetzung, enthaltend min- 
destens eine mRNA, umfassend mindestens einen fur mindestens ein Antigen aus einetrt Tu- 
mor codierenden Bereich, in Verbindung mit einem wassrigen Losungsmittel und votzugs- 
15 weise einem Cytokin, bspw. GM-CSF, und ein Verfahren zur Herstellung der phatmazeuti- 
schen Zusammensetzung. Die erfindungsgemaBe pharrnazeutische Zusammensetzung dient 
insbesondere der Therapie und/ oder Prophylaxe gegen Krebs. 

Die Gentherapie und die genetische Vakzinierung sind molekularmedizinische Verfahren, 
20 deren Anwendung in der Therapie und Prevention von Erkrankungen erhebliche Auswirkun- 
gen auf die medizinische Praxis haben wirA Beide Verfahren beruhen auf der Einbringung 
von Nukleinsauren in Zellen bzw. in Gewebe des Patienten sowie auf der anschlieBenden 
Verarbeitung der durch die eingebrachten Nukleinsauren codierten Information, dh. der Ex- 
pression der erwunschten Polypeptide. 

25 

Die ubliche Vorgehensweise bisheriger Verfahren der Gentherapie und der genetischen Vak- 
zinierung ist die Verwendung von DNA, urn die benotigte genetische Information in die Zel- 
le einzuschleusen. In diesem Zusammenhang sind verschiedene Verfahren zur Einbringung 
von DNA in Zellen, wie bspw. Caldumphosphat-Transfektion, Polypren-Transfektion, Pro- 
30 toplasten-Fusion, Elektroporation, Mikroinjektion und Lipofektion, entwickelt worden, wo- 
bei sich insbesondere die Lipofektion als geeignetes Verfahren herausgestellt hat 

Ein weiteres Verfahren, das insbesondere bei genetischen Vakzinierungsverfahren vorge- 
schlagen wurde, ist die Verwendung von DNA-Viren als DNA-VehikeL Derartige Viten ha- 
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ben den Vorteil, daft aufgrund ihrer infektiosen Eigenschaften eine sehr hohe Tiansfektions- 
iate zu erzielen ist. Die verwendeten Viren werden genetisch verandert, so dafi in der transfi- 
zierten Zelle keine funkrionsfahigen infektiosen Partikel gebildet werden. Trotz dieser Vor- 
sichtsmafinahme kann jedoch aufgrund moglicher Rekombinationsereignisse ein gewisses 
5 Risiko der unkontrollierten Ausbreitung der eingebrachten gentherapeutisch wiiksamen sowie 
viralen Gene nicht ausgeschlossen werden. 

Ublicherweise wild die in die Zelle eingebrachte DNA in gewissem Ausmafi in das Genom 
dertransfizierten Zelle integriert Einerseits kann dieses Phanomen einen erwunschten Effekt 

10 ausiiben, da hieidurch eine langandauenide Wiikung der eingebrachten DNA. erziek werden 
kann. Andererseits bringt die Integration in das Genom ein wesentliches Risiko der Genthe- 
iapie mit sich. So kann es bspw. zu einer Insertion der eingebrachten DNA in ein intakes 
Gen kommen, was eine Mutation darstellt, welche die Funktion des endogenen Gens behin- 
dert oder gar vollkommen ausschaltet. Durch solche Integrationsercignisse konnen einerseits 

15 fur die Zelle lebenswichtige Enzymsysteme ausgeschaltet werden, andercrseits besteht auch 
die Gefahr einer Transformation der so veranderten Zelle in einen entarteten Zustand, falls 
duich die Integration der Fremd-DNA ein fur die Regulation des Zellwachstums entschei- 
dendes Gen verandert wild Daher kann bei der Verwendung von DNA- Viren als Gentheta- 
peutika und Vakzine ein Risiko der Krebsbildung nicht ausgeschlossen werden. In diesem 

20 Zusammenhang ist auch zu beachten, dafi zur wirksamen Egression der in die Zelle einge- 
brachten Gene die entsprechenden DNA-Vehikel einen starfcen Promotor, bspw. den viralen 
CMV-Promotor, enthalten. Die Integration derartiger Promotoren in das Genom der behan- 
delten Zelle kann zu unerwiinschten Veranderungen der Regulierung der Genexpression in 
der Zelle fuhren. 

25 

Ein weiterer Nachteil der Verwendung von DNA als Gentherapeutika und Vakzbe ist die 
Induktion pathogener Anti-DNA-Antikorper im Patienten unter Hervorrufung einer mogli- 
cherweise todlichen Immunantwort 

30 Im Gegensatz zu DNA ist der Einsatz von RNA als Gentherapeutikum oder Vakzin als we- 
sentlich sicherer einzustufen. Insbesondere bringt RNA nicht die Gefahr mit sich, stabil in 
das Genom der transfizierten Zelle integriert zu werden. Des weiteren sind keine viralen Se- 
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quenzen, wie Promotoren, zur wirksamen Transkription, erforderlich. Daruber hinaus wind 
RNA wesentlich einfacher in mo abgebaut. Wohl aufgrund der gegeniiber DNA rclathr kur- 
zen Halbwertszeit von RNA im Blutkrcislauf sind bisher keine anri-RNA-Antikoiper nach- 
gewiesen worden. Daher kann RNA fiir molekularmedizinische Therapieverf ahren als Mole- 
5 kul der Wahl angesehen werden. 

AUerdings bediirfen auf RNA-Expressionssystemen beruhende medizinische Verfahren vor 
einer breiteren Anwendung noch der Losung einiger grundsatzlicher Probleme. Eines der 
Piobleme bei der Verwendung von RNA ist der sichere, Zefl- bzw. Gewebe-spezifische effi- 
10 ziente Transfer der Nukleinsaure. Da sich RNA in Losung nonnalerweise als sehr instabil 
eiweist, konnte durch die herkommlichen Verfahren, die bei DNA verwendet werden, RNA 
bisher nicht oder nur sehr ineffizient als Theiapeutikum bzw; Impfstoff verwendet werden. 

Fiir die Instabilitat sind RNA-abbauende Enzyme, sog. RNAasen (Ribonucleasen), verant- 
15 wortlich. Selbst kleinste Verunreinigungen von Ribonucleasen reichen aus, urn RNA in Lo- 
sung vollstandig abzubauen. Der natiirliche Abbau von mRNA im Cytoplasma von Zellen ist 
sehr fein reguliert. Diesbezuglich sind mehrere Mechanismen bekannt. So ist fur eine funkti- . 
onale mRNA die endstandige Struktur von entscheidender Bedeutung. Am 5 -Ende befindet , 
sich die sogenannte "Gap-Struktur" (ein modifiziertes Guanosin-Nucleotidj) und am 3 -Ende 
20 eine Abfolge von bis zu 200 Adenosin-Nucleotiden (der sog. Poly^A-Schwanz). Uber diese 
Strukturen wird die RNA als mRNA erkannt und der Abbau reguliert. Daruber hinaus gibt es 
weitere Prozesse, die RNA stabilisieren bzw. destabilisierea Viele diese Prozesse sind noch 
unbekannr, oftmals scheint jedoch eine Wechselwirkung zwischen der RNA und Proteinen 
dafiir mafigeblich zu sein. Bspw. wurde kiirzlich ein "mRNA-Surveillance-System" beschrie- 
25 ben (Hellerin und Parker, Annu. Rev. Genet. 1999, 33: 229 bis 260), bei dem durch besrimm- 
te Feedback-Proteb-Wechselwirkungen im Cytosol unvollstandige oder Nonsense-mRNA 
eikannt und dem Abbau zuganglich gemacht wird, wobei ein Hauptteil dieser Prozesse durch 
Exonucleasen vollzogen wird. 

30 Im Stand der Technik sind einige Mafinahmen vorgeschlagen worden, urn die Stabilitat von 
RNA zu erhohen und dadurch ihren Einsatz als Gentherapeutikum bzw. RNA-Vakzine zu 
ennoglichen. 
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In EP- A- 1083232 wird zur Losung des vorstehend genannten Problems der Instabilitat von 
RNA ex zko ein Verfahren zur Einbringung von RNA, insbesondere mKNA, in Zelkn und 
Organismen vorgeschlagen, bei welchem die KNA in Fonn eines Komplexes mit einem kat- 
5 ionischen Peptid oder Protein vorliegt. 

WO 99/14346 beschreibt weitere Verfahren zur Stabilisiening von mRNA Insbesondere 
werden Modifizierungen der mKNA vorgeschlagen, wekhe.dk mRNA-Spezies gegeniiber 
dem Abbau von RNasen stabfliskren. Deraitige Modififcationen betreffen einerseks die Stabi- 

10 lisierung durch Sequenzmodifikationen, insbesondere Venninderung des G und/oder U- 
Gehalts durch Baseneliminierung oder Basensubstkurioa Andererseks werden chemische 
Modififcationen, insbesondere die Verwendung von Nuckotidanaloga, sowie 5- und 3- Blo- 
ckierungsgruppen, eine erhohte Lange des Poly^A-Schwanzes sowie die Kompkxkrung der 
mRNA mit stabilisierenden Mkteln und Kombinationen der genannten Mafinahmen vorge- 

15 schlagen. 

In den US-Patenten US 5,580,859 und US 6,214,804 werden unter anderem im Rahmen der 
"transienten Gentherapie" (TGI) mRlSJA-Vakzine und -Therapeutika offenbarL Es werden 
veischkdene Mafinahmen zur Erhohung der Translationseffizienz und der mRNA-Stabilitat 
20 beschrieben, die sich vor allem auf die nkht-transktkrten Sequenzbereiche beziehen. 

Bieler und Wagner (in: Schkef (Hrsg.), Plasmids for Therapy and Vaccination, Kapitel 9, Sei- 
ten 147 bis 168, Wiky^VCH, Weinheim, 2001) berichten von der Verwendung synthetischer 
Gene im Zusammenhang mit gentherapeutischen Methoden unter Verwendung von DNA- 

25 Vakonen und lentiverakn Ve&oren. Es wird dk Konstruktion eines synthetischen, von HV- 
1 abgekketen g^Gens beschrieben, bei wekhem dk Codons gegeniiber der Wiidtyp- 
Sequenz derart modifiziert wurden (alternative Codonverwendung, engL "codon usage"), dafi 
sk der Verwendung von Codons entsprach, die in hoch exprimierten Saugeigenen zu finden 
ist* Dadurch wurde insbesondere der A/T-Gehak gegeniiber der Wildtyp-Sequenz vermin- 

30 dert Die Autoren stelkn insbesondere eine erhohte Expressionstate des synthetischen gtg 
Gens in transf izkrten Zellen fest, Des weiteren wurde in Mausen eine erhohte Antikorperbil- 
dung gegen das gag-Protein bei mit dem synthetischen DNA-Konstrukt immuniskrten Mau- 
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sen und auch eine verstarke Cytokinfreisetzung in zitrv bei transfizierten Milzzellen von Mau- 
sen beobachtet Schliefilich konnte eine Induzierung einer cytotoxischen Immunantwoit in 
mit dem gz^Expressionsplasmid immunisieiten Mausen festgestellt werden. Die Autoren 
dieses Aitikels fiihren die verbesserten Eigenschaften ihres DNA-Vakzins im wesentlichen 
5 auf einen durch die optimieite Codonverwendung heivorgerufene Veranderung des nucleo- 
cytoplasmatischen Transports der vom DNA-Vakzin exprimierten mRNA zuriick Im Ge- 
gensatz dazu halten die Autoren die Aiiswirkung der veranderten Codonverwendung auf die 
Trans lationseffizienz fur gering. 

1 0 Der voriiegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein neues System zur Genthe- 
rapie und genetischen Vakzinierung fur Tumoren bereitzustellen, das die mit den Eigenschaf- 
ten von DNA-Therapeutika und -Vakzinen verbundenen Nachteile iiberwindet 

Diese Aufgabe wild durch die in den Anspriichen gekennzeichneten Ausfiihrungsformen der 
1 5 voriiegenden Erfindung gelost. 

Insbesondere wird eine pharmazeurische Zusammensetzung bereitgestellt, enthakend min- 
destens eine mRNA, umfassend mindestens einen fur mindestens ein Antigen aus einem Tu- 
mor codierenden Bereich, in Verbindung mit einem wasserigen Ix5sungsmkteL 

20 

Der Begriff ^Antigen aus einem Tumor* bedeutet erfindungsgemafi, dass das entsprechende 
Antigen in mit einem Tumor assozierten Zellen exprimiert wird Daher sind erfindungsgemafi 
Antigene aus Tumoren insbesondere solche, die in den entarteten Zellen selbst produziert 
werden. Vorzugsweise handelt es sich dabei urn auf der Oberflache der Zellen lokalisierte 

25 Antigene. Des Weiteren sind die Antigene aus Tumoren aber auch solche, die in Zellen 
exprimiert werden, ^welche nicht selbst (oder urspriinglich nicht selbst) entartet sind (waren), 
jedoch mit dem iri Rede stehenden Tumor assoziiert sind Dazu gehoren bspw. auch Antige- 
ne, die mit Tumor-versorgenden Gefafien bzw. deren (Neu-)Bildung zusammenhangen, ins- 
besondere solche Antigene, die mit der Neovaskularisierung oder Angiogenese assoziiert sind, 

30 bspw, Wachstumsfaktoren wie VEGF, bFGF, usw. Weiterhin umfassen derartige mit einem 
Tumor zusammenhangende Antigene solche aus Zellen des den Tumor einbettenden Gewe- 
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bes. Zu nennen sind hier entsprechende Antigene von Bindegewebszellen, zJB. Antigene der 
extrazellularen Matrix. 

Erfindungsgemafi wird in der pharmazeutischen Zusammensetzung eine (oder mehrere) 
5 mRNAs zur Therapie bzw. Impfung, dh. Vakzinierung, zur Behandlung oder Prevention 
(Prophylaxe) von Kiebserkrankungen verwendet. Die Vakzinierung beruht auf der Einbrin- 
gung eines Antigens (oder mehrerer Antigene) eines Tumors, im voiiiegenden Fall der geneti-' 
schen Information fur das Antigen in Form der fur das oder die Antigen(e) codierenden 
mRNA, in den Organismus, insbesondere in die Zelle. Die in der pharmazeutischen Zusam- 

10 mensetzung enthahene mRNA wird in das (Tumor-) Antigen translatiert, diu das von der 
modifizierten mRNA codierte Potypeptid bzw. antigene Peptid wird exprimiert, wodurch eine 
gegen dieses Polypeprid bzw. antigene Peptid gerichtete Immunantwoit stimuliert wird Im 
voriiegenden Fall der Verwendung als genetische Vakzine zur Behandlung von Krebs wird 
daher die Immunantwoit durch Einbringung der genetischen Information fur Antigene aus 

15 einem Tumor, insbesondere Proteine, die ausschliefilich auf Kiebszellen exprimiert werden, 
eneicht, in dem eine erfindungsgemafie pharmazeiTtische Zusammens etzung verabreicht wind, 
die eine fur ein derartiges Krebsancigen codierende mRNA enthak. Dadurch wird das oder 
die Kiebsantigen(e) im Organismus exprimiert, wodurch eine Immunantwort hervorgerufen 
wird, die wirksam gegen die Krebszellen gerichtet ist. 

20 

In ihrer Verwendung als Vakzine komint die erfindungsgemafie pharmazeutische Zusammen- 
setzung insbesondere zur Behandlung von Krebserkrankungen (wobei die mRNA vorzugs- 
weise fur ein tumorspezifisches Oberflachenantigen (ISSA) codiert), bspw. zur Behandlung 
von malignem Melanom, Kolon-Karzinom, Lymphomen, Sarkomen, kleinzelligem Lungen- 

25 karzinom, Blastomen usw., in Betracht. Spezifische Beispiele von Tumorantigenen sind u.a. 
707-AP, AFP, ART-4, BAGE, fi-Catenin/m, Bcr-abl, CAMEL, CAP-1, CASP-8, CDC27/m, 
CDKVm, CEA, CT, Cyp-B, DAM, ELF2M, ETV6-AML1, G250, GAGE, GnT-V, GplOO, 
HAGE, HER-2/neu, HLA-A*0201-R170I, HPV-E7, HSP70-2M, HAST-2, hTERT (oder 
hTRT), iCE, KIAA0205, LAGE, IDLR/FUT, MAGE, MART- 1/Melan- A, MC1R, Myo- 

30 sin/m, MUC1, MUM-1, -2, -3, NAS8-A, NY-ESOl, pl90 minor bcr-abl, Pml/RARa, 
PRAME, PSA, PSM, RAGE, RU1 oder RU2, SAGE, SART-1 oder SART-3, TEL/AML1, 
TPI/m, TRP-1, TRP-2, 1RP-2/INT2 und WTl. 
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Gemafi einer wekeren bevorzugten Ausfiihrungsform ist das oder sbd die Anrigen(e) aus 
einem Tumor ein Potyephop des/der Antigens/Antigene aus ebem Tumor. Ein „Polyepi- 
top" ebes Antigens bzw. mehrerer Antigene ist eine Ambosauresequenz, in der mehrere 
5 oder viele Regionen des/der Antigens/Antigene reprasenriert sbd, die mit dem Antigen- 
bindenden Teil ebes Antikoipeis oder mit einem T-Zell-Rezeptor in Wechselwirkung treten. 
Das Potyepitop kann dabei vollstandig und unmodifiziert vorliegen. Es kann jedoch gemafi 
der vorliegenden Erf indung, insbesondere zur Optdmierung der Anrikorper/ Antigen- bzw. T- 
Zell-Rezeptor/ Antigen- Wechselwirkung, auch modifiziert vorliegen. Eine Modifikation ge- 
10 geniiber dem Wildtyp-Polyepitop kann bspw. eine Deletion, Addition und/ oder Substitution 
eines oder mehrerer Aminosaurercste umfassea Dementsprechend wiid/werden in der fur 
das modifizieite Polyepitop codiercnden mRNA der vorliegenden Erfindung gegeniiber der 
fiir das Wildtyp-Polyepitop codiercnden mRNA ein oder mehrere Nucleotide entfemt, hin- 
zugefugt und/ oder ersetzt 

15 

Urn die Stabilitat der in der pharmazeurischen Zusammensetzung der vorliegenden Erfindung 
enthakene (m)RNA zu erhohen, weist vorzugsweise jede in der pharmazeurischen Zusam- 
mensetzung enthakene (m)RNA eine oder mehrere Modifikationen, insbesondere chemische 
Modifikationen, auf, wekhe zur Erhohung der Halbwertszek der (m)RNA (eine oder mehre- 
20 re) im Qrganismus beitragen bzw. den Transfer der (m)RNA (eine oder mehrere) in die Zelle 
verbessem. 

Beispielsweise gibt es b den Sequenzen eukuyorischer mRNAs destabilisierende Sequenz- 
elemente (DSE), an welche Signalproteine binden und den enzymatischen Abbau der mRNA 

25 in uzd regulieren. Daher werden zur wekeren Stabilisierung der in der erfbdungsgemafien 
pharmazeurischen Zusammensetzung bevorzugt enthakenen modifizierten mRNA gegebe- 
nenfalls im fiir das mindestens eine Antigen aus einem Tumor codiercnden Berekh eb oder 
mehrere Veranderungen gegeniiber dem entsprechenden Bereich der Wildtyp-mRNA vorge- 
nommen, so dafi kebe destabilisierenden Sequenzelemente enthaken sbd Selbstverstandlich 

30 ist es erfbdungsgemafi ebenfalls bevorzugt, gegebenenfalls b den nicht-transktierten Berei- 
chen (3*- und/ oder S'-UTR) vorhandene DSE aus der mRNA zu elimbieren. 



WO 03/051401 PCT/EP02/14577 



8 

Derartige destabilisierende Sequenzen sind bspw, AU-reiche Sequenzen ("AUKES"), die in 3 - 
UTR-Abschnitten zahlreicher instabiler rnRNA vorkommen (Caput et aL, Proc. Nad AcacL 
Set USA 1986, 83: 1670 bis 1674). Die in der erfhdungsgemafien pharmazeutischen Zusam- 
mensetzung enthaltenen RNA-Molekule sind daher vorzugsweise derart gegeniiber der Wild- 
5 typ-mRNA verandert, dafi sie keine deraitigen destabilisierenden Sequenzen aufweisen. Dies 
gilt auch fiir solche Sequenzmotive, die von moglichen Endonucleasen erkannt werden, 
bspw. die Sequenz GAAGAAG, die im 3' UTR-Segment des fur den Transferin-Rezeptor 
codiercnden Gens enthalten ist (Binder et aL, EMBOJ. 1994, 13: 1969 bis 1980). Auch diese 
Sequenzmotive werden bevorzugt in der modifizierten mRNA der erfindungsgemafien phar- 
1 0 mazeutischen Zusammensetzung eliminiert 

Einem Fachmann sind verschiedene Verfahren gelaufig, die zur Substitution von Godons in 
der erfindungsgemafien modifizierten rnRNA geeignet sind Im Falle kuizerer codierender 
Bereiche (die fiir biologisch wirksame oder antigene Peptide codieren) kann bspw. die gesam- 
15 te mRNA chemisch unter Verwendung von Standardtechniken synthetisiert weiden. 

Bevorzugt weiden allerdings Basensubstitutionen unter Verwendung einer DNA-Matrize zur 
Heistellung der modifizierten mRNA mit Hilfe von Techniken der gangigen zielgerichteten 
Mutagenese eingefiihrt; Maniatis et aL, Molecular Qoning: A Laboratory Manual, Cold Spring 
20 Harbor Laboratory Press, 3. AufL, Cold Spring Harbor, NY, 2001. 

Bei diesem Veifahren wild zur Herstellung der mRNA daher ein entsprcchendes DNA- 
Molekiil in vtw transkribiert. Diese DNA-Matrize besitzt einen geeigneten Promotor, bspw. 
einen 17 -oder SP6-Promotor, fiir die in vtro Transkription, dem die gewiinschte Nucleotid- 

25 sequenz fiir die herzustellende mRNA und ein Termisationssignal fiir die in in vtro Transkrib- 
tion folgen. Erfindungsgemafi wild das DNA-Molekul, das die Matrize des herzustellenden 
RNA-Konstrukts bildet, durch. fermentative Vennehrung und anschliefiende Isolierung als 
Teil eines in Bakrerien replizierbaren Plasmids heigestelk. Als fiir die vorliegende Erfindung 
geeignete Plasmide konnen bspw. die Plasmide pT7TS (GenBank-Zugriffsnummer U26404; 

30 Lai et aL, Development 1995, 121: 2349 bis 2360; vgL auch Fig. 8), pGEM%Reihe, bspw. 
pGEM%l (GenBank-Zugriffsnummer X65300; von Promega) und pSP64 (GenBank- 
Zugriffsnummer X65327) genannt werden; vgL auch Mezei und Storts, Purification of PCR 
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Products, in: Griffin und Griffin (Hrsg.), PCR Technology: Current Innovation, CRC Press, 
Boca Raton, FL, 2001. 

Es kann so unter Venvendung kurzer synthetischer DNA-OIigonucleotide, die an den entste- 
5 henden Schnitstellen kurze einzelstriingige Ubergange aufweisen, oder durch chemische Syn- 
these heigestellte Gene die gewunschte Nucleotidsequenz nach einem Fachmann gelaufigen 
molekularbiologischen Methoden in ein geeignetes Plasmid cloniert werden (vgL Maniatis et 
aL, s.o.). Das DNA-Molekiil -wild dann aus dem Plasmid, in welchem es in einfacher oder 
mehrfacher Kopie voriiegen kann, durch Verdauung mk Restriktionsendonukleasen ausge- 
10 schnitten. 

Die modifizierte mRNA, welche in der erfindungsgemaften phannazeutischen Zusammenset- 
zung enthalten ist, kann dariiber hinaus eine 5-Gap-Struktur (ein modifiziertes Guanosin- 
Nucleotid) aufweisea Als Beispiele von Gap-Strukturen konnen m7G(5)ppp 
15 (5'(A,G(5)ppp(5)A und G(5)ppp(5)G genannt werden. 

Gemafl einer wekercn bevorzugten Ausfuhrungsform der voriiegenden Erfindung enthalt die 
modifizierte mRNA einen Po^A^-Schwanz von mindestens etwa 25, insbesondere mindes- 
tens etwa 30, vorzugsweise mindestens etwa 50 Nucleotiden, mehr bevorzugt mindestens 
20 etwa 70 Nucleotiden, besonders bevorzugt mindestens etwa 100 Nucleotiden* Der Poly(A + )- 
Schwanz kann jedoch auch 200 und mehr Nucleotide umfassen. 

Fur eine effiziente Translation der mRNA ist wekerhin eine wirksame Bindung der Riboso- 
men an die Ribosomen-Bindungsstelle (Kozak-Sequenz: GOOGOCAOCAUGG, das AUG 
25 bildet das Startcodon) erforderiich. Diesbezuglich ist festgestellt worden, dafi ein erhohter 
A/l^Gehak urn diese Stelle herumjeine effizienteie Ribosomen-Bindung an die mRNA er- 
moglicht. 

Des weheren ist es moglich, in die mRNA eine oder mehrere sog. IRES (engL "internal ribo- 
30 somal entry side) einzufiigen. Eine IRES kann so als alleinige Ribosomen-Bindungsstelle fun- 
gieren, sie kann jedoch auch zur Bereitstellung einer mRNA dienen, die mehrere Peptide bzw. 
Polypeptide codiert, die unabhangig voneinander durch die Ribosomen translatiert werden 
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sollen ("multicistronische" oder "polycistronische" mKNA). Beispiele erfindungsgemafl ver- 
wendbarcr ERES-Sequenzen sind diejenigen aus Picomaviren (z3. FMDV), Pestviren 
(CFFV), Polioviren (PV), EnzepMchMyocarditis-Viren (ECMV), Maul-und-Klauenseuche- 
Viren (FMDV), Hepatitis-GViren (HCV), Klassisches-Schwekefieber-Viren (CSFV), Muri- 
5 nes-Leukoma- Virus (MLV), Sunean-Immundefizienz-Viren (SIV) oder Cricket-Paralysis- 
Viren(CrPV). 

Gemaft einer weitercn bevorzugten Ausfuhrungsform der vorligenden Erfindung weist die 
mKNA in den 5- und/oder 3 -nichttranslatieiten Bereichen Stabilisierungssequenzen auf, die 
1 0 befahigt sind, die Halbwertszeit der mKNA im Qtosol zu erhohen* 

Diese Stabilisierungssequenzen konnen eine 100%ige Sequenzhomologie zu natiidich vor- 
kommenden Sequenzen, die in Viren, Bakterien und Eukaryoten auftreten, aufweisen, konnen 
aber auch teilweise oder vollstandig synthetischer Natur sein. Als Beispiel fur stabilisierende 

15 Sequenzen, die in der voriiegenden Erfindung verwendbar sind, konnen die nicht- 
translatierten Sequenzen (UTR) des fi-Globingens, bspw. von Ham sapiens oder Xencpus laeus, 
genannt werderu Ein anderes Beispiel einer Stabilisiemngssequenz weist die allgemeine For- 
mel (a^O^^(XX^/^^JC(a^a: auf, die im 3TJTR der sehr stabilen mKNA 
entbalten ist, die fur a-Globin, a-0)-Gollagen, 15-Lipoxygenase oder fur Tyrosm-Hydrox>dase 

20 codiert (vgL Hblcik et aL, Proc. NatL Acad ScL USA 1997, 94: 2410 bis 2414). Selbstver- 
standlich konnen derartige Stabilisierungssequenzen einzeln oder in Kombination miteinan- 
der als auch in Kombination mit anderen, einem Fachmann bekannten Stabilisierungssequen- 
zen verwendet werden. 

25 Zur weheren Stabilisierung der mKNA ist es aufierdem bevorzugt, dafi diese mindestens ein 
Analoges natiirlich vorkommender Nucleotide aufweist. Dies beruht auf der Tatsache, dafi 
die in den Zellen voikommenden RNA-abbauenden Enzyme ak Substrat vorzugsweise natiir- 
lich votkommende Nucleotide erkennen- Dutch Einfiigen von Nucleotidanaloga kann daher 
der RNA-Abbau eischwert werden, wobei die Auswirkung auf die Translationseffizienz bei 

30 Einfugen von diesen Analoga, insbesondere in den codierenden Bereich der mKNA, einen 
positiven oder negativen Effekt auf die Translationseffizienz haben kann* 
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In einer keineswegs abschliefienden Aufzahlung konnen als Beispiele erfindungsgemafi ver- 
wendbarer Nucleotidanaloga Phosphoramidate, Phosphoithioate, Peptidnucleotide, Me- 
thylphosphonate, 7-Deazaguaonsin, 5-Methylcytosin und Inosin genannt werden. Die Her- 
stellung derartiger Analoga sind einem Fachmann bspw. aus den US-Patenten 4,373,071, US 
5 4,401,796, US 4,415,732, US 4,458,066, US 4,500707, US 4,668777, US 4,973,679, US 
5,047,524, US 5,132,418, US 5,153,319, US 5,262,530 und 5700,642 bekannt. Erfindungsge- 
mafi konnen derartige Analoga in nicht-translatierten und translatierten Beneichen der modifi- 
ziertenmKNAvorkommen. 

10 Des weiteren kann der wirksame Transfer der, voizugsweise modifizierten, mKNA in die zu 
behandelnden Zellen bzw. den zu behandelnden Organismus dadutch verbessert werden, dafi 
die mKNA mit einem kationischen oder poljdcationischen Agens, insbesondeie einem ent- 
sprechenden Peptid oder Protein, assoziiert oder daran gebunden ist Daher liegt die mKNA 
in der erfinungsgemafien phaimazeutischen Zusammensetzung bevorzugt mk einem deiarti- 

15 gen Agens komplexiert oder kondensiert vor. Insbesondere ist dabei die Verwendung von 
Protamin als polykationischem, Nucleinsaurc-bindenden Protein besonders wirksam. Des 
weiteren ist die Verwendung anderer kationischer Peptide oder Proteine, wie Poly-LrLysin, 
Poly-LrAiginin oder Hstonen, ebenfalls moglich. Diese Vorgehensweise zur Stabilisierung 
der modifizierten mKNA ist in EP- A- 1083232 beschrieben, deren diesbezuglicher Offenba- 

20 rungsgehak in die vorliegende Erfindung voUumfanglich eingeschlossen ist. 

Dariiber hinaus kann die erfindungsgemafi modifizierte mKNA neben dem antigenen oder 
dem gentherapeutisch wirksamen Peptid bzw. Polypeptid auch mindestens einen weiteren 
funktionalen Abschnitt enthalten, der bspw. fiir ein die Immunantwort forderndes Cytokin 
25 (Mbnokin, Lymphokin, Interleukin oder Chemokin, wie IL- 1, ILr2, DLr3, IL-4, ILr5, ILr6, ILr 
7, IL-8, TLr% IL-10, ILrl2, IFN-a, IFN-y, GM-CFS, LT-a oder Wacbstumsfaktoren, wie 
hGH, codiert 

Des weiteren kann zur Erhohung der Immunogenizitat die erfindungsgemafie pharmazeuti- 
30 sche Zusammensetzung ein oder mehrere Adjuvanzien enthalten. Unter "Adjuvans" ist dabei 
jede chemische oder biologische Verbindung zu verstehen, die eine spezifische Immunant- 
wort begunstigt. In Abhangigkeit der verschiedenen Arten von Adjuvanzien konnen diesbe- 
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ziiglich verschiedene Mechanismen in Betracht kommen. Bspw. Mden Veibindungen, die 
eine Endocytose der in der phannazeutischen Zusammensetzung enthaltenen modifizieiten 
mRNA dutch dendritische ZeDen (DQ foidem, eine eiste Klasse von verwendbaren Adju- 
vanzien. Andere Veibindungen, welche die Reifung der DC erlauben, bspw. Lipopolysaccha- 
5 ride, TNF-a oder CD40-Ligand, sind eine weitere Klasse geeigneter Adjuvanzien. Allgemein 
kann jedes das Immunsystem beeinflussende Agens von der Art eines "Gefahisignals" (LPS, 
GP96, Oligonucleotide mit dem CpG-Motiv) oder Cytokine, insbesondere GM-CFS, als Ad- 
juvans verwendet werden, welche es erlauben, eine Immunantwort gegen ein Antigen, das 
durch die modifizierte mRNA codiert wird, zu erhohen und/oder gerichtet zu beeinflussen. 

10 Insbesondere sind dabei die voistehend genannten Cytokine bevorzugt Weitere bekannte 
Adjuvanzien sind Aluminiumhydroxid, das Freud'sche Adjuvans sowie die vorstehend ge- 
nannten stabilisierenden kationischen Peptide bzw. Polypeptide, wie Protamin. Des weiteren 
sind lipopeptide, wie Pam3Cys, ebenfalls besonders geeignet, urn als Adjuvanzien in der 
phannazeutischen Zusammmensetzung der vorliegenden Eifindung eingesetzt zu werden; 

15 vgL Deres et aL, Nature 1989, 342: 561-564. 

Weitere besonders geeignete Adjuvanzien sind dariiber hinaus (andere) RNA- oder auch 
mRNA-Spezies, die der phannazeutischen Zusammensetzung der vorliegenden Eifindung 
zur Erhohung der Immunogenizitat zugesetzt werden konnen. Derartige Adjuvans-RNA ist 

20 vorteilhafter weise zur Stabilisation chemisch modifiziert („cis-Mbdifikation a oder „cis- 
Stab2isierung a ) sein, beispielsweise durch die voistehend genannten Nucleoti d a n al o ga, insbe- 
sondere Phosphorthioat-modifizierte Nucleotide, oder aber durch die obigen weiteren 
Maflnahmen zur Stabilisation von RNA. Eine weitere voiteilhafte Moglichkeit der 
Stabilisation stelk die Komplexierung oder Assoziation („tians-Assoziation a oder „trans- 

25 Modifikation a bzw. ^trans-Stabilisierung") mit den vorstehend genannten kationischen oder. 
polykationischen Agenzien, bspw. mit Protamin, dar. 

Gemafi einer weiteren voiteilhaften Ausfiihrungsform wild die Stabilkat der in der phanna- 
zeutischen Zusammensetzung enthaltenen RNA-Molekule (mRNA, codierend fur ein Tu- 
30 morantigen, und ggf. Adjuvans-(m)RNA) durch einen oder mehrere RNase-Inhibitoren er- 
hoht. Bevorzugte RNase-Inhibitoren sind Peptide oder Pioteine, insbesondere solche aus 
Placenta (zB. avis humaner Placenta) oder Pankreas. Derartige RNase-Inhibitoren konnen 



WO 03/051401 PCT/EP02/14577 



13 

auch rekombinant vorliegen* Ein spezifisches Beispiel eines RNase-Inhibitois ist RNasin®, 
der irn Handel, z£>. bei Promega erhaltlich ist. Denutige RNase-Inhibkoren sind allgemein 
zur Stabilisierung von RNA verwendbar. Daher wird erfindungsgemafi auch allgemein eine 
pharmazeutische Zusammensetzung bereitgestellt, enthaltend mindestens eine fiir mindestens 
5 ein Antigen codierende RNA, insbesondere mRNA, und mindestens ein wie vorstehend defi- 
nierter RNase-Inhibkor, ggf. in Verbindung mit einem pharmazeutisch veitiaglichen Lo- 
sungsmittel, Trager und/oder VehikeL Entsprechende Antigene in allgemeiner Form sowie 
Losungsmittel, Trager bzw. Vehikel sfod nachstehend definiert. Knsichtlich bevorzugter 
Tumorantigene wild auf die diesbesziiglichen Ausfiihrungen hinischtlich der bevorzugten 
1 0 phannazeutischen Zusammensetzung, enthaltend mindestens eine fur mindestens ein Antigen 
aus einem Tumor codierende mRNA, verwiesen. 

Die eifindungsgemafie pharmazeutische Zusammensetzung enthalt neben dem wasserigen 
Losungsmittel und der mRNA vorzugsweise einen oder mehrere wekere(n) pharmazeutisch 

15 vertragliche(n) Trager und/oder ein oder mehrere weitere(s) pharmazeutisch vertragliche(s) 
VehikeL Entsprechende Wege zur geeigneten Formulierung und Herstellung der erfindungs- 
gemafien phannazeutischen Zusammensetzung sbd bei "Remington's Pharmaceutical Scien- 
ces" (Mack Pub. Co., Easton, PA, 1980) offenbart, das vollinhaltlich Bestandteil der Offenba- 
rung der vorliegenden Erfindung ist Fiir die parenteiale Verabreichung kommen als Trager- 

20 stoffe bspw. neben sterilem Wasser oder sterilen Kochsalzlosungen als wassrigem Losungs- 
mittel auch Polyalkylenglykole, hydrogenierte Naphthalen und insbesondere biokompatible 
Lactidpolymere, ' Lactid/Glycolidcopolymer oder Polyoxyethylen- 

/Polyoxypropylencopolymere in Betracht Eifindungsgemafie Zusammensetzungen konnen 
Fiillsubstanzen oder Substanzen, wie Lactose, Mannitol, Substanzen zur kovalenten Anknup- 

25 fung von Polymeren, wie zJB. Polyethylenglykol an erfindungsgemafie Inhibitoren, Komple- 
xierung mit Metallionen oder Einschlufi von Materialien in oder auf besondere Praparationen 
von Polymervetbindung, wie zJJ. Polylactat, Potyglyk>lsaure, Hydrogel oder auf liposomen, 
Mkroemulsion, Micellen, unilamellare oder multilamellare Vesikel, Erythrocyten-Fragmente 
oder Spharoplasten, enthaltea Die jeweiligen Ausfiihrungsformen der Zusammensetzungen 

30 werden abhangig vom physikalische Verhaken, beispielsweise in HSnblick auf die Loslichkeit, 
die Stabilitat, Bioverfugbarkeit oder Abbaubarkeit gewahlt Kontiollierte oder konstante Frei- 
setzung der erfindungsgemafien Wirkstoffkomponente in der Zusammensetzung schliefit 
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Formulierungen auf der Basis lipophiler Depots ein (zJ$. Fettsauren, Wachse oder Ole). Im 
Rahmen der vorliegenden Erfindung werden auch Beschichtungen erfindungsgemafier Sub- 
stanzen oder Zusammensetzungen, enthaltend solche Substanzen, namlich Beschichtungen 
mit Polymeren offenbait (zJ5. Polyoxamere oder Polyoxamine). Weiterhin konnen erfin- 
5 dungsgemaflen Substanzen bzw. Zusammensetzungen piotektive Beschichtungen, zJ5. Pio- 
teaseinhibitoren oder Penneabilitatsverstarker, aufweisen. Bevorzugte wasserige Tragermate- 
rialien sind zJJ. Wasser zur Injekion (WW) oder Wasser, gepuffeit mit Phosphat, Gtrat oder 
Acetat usw., wobei der pH typischerweise auf 5,0 bis 8,0, vorzugsweise 6,0 bis 7,0, eingestelk 
wird Das wasserige Losungsmktel bzw, der oder die wekere(n) Trager bzw. das oder die wei- 

10 teie(n) Vehikel wird/werden zusatzlich voizugsweise Salzbestandteile enthalten, zJB. Natri- 
umchlorid, Kaliumchlorid oder andere Komponenten, welche die Losung bspw. isotonisch 
macheru Weiterhin kann wasserige Losungsmittel bzw. der oder die weitere(n) Trager bzw. 
das oder die weitere(n) Vehikel neben den vorstehend genannten Bestandteilen zusatzliche 
Komponenten, wie humanes Serumalbumin (HSA), Polysorbat 80, Zucker oder Aminosau- 

15 ien, enthaken. 

Die Art und Weise der Verabreichung und die Dosierung der erfmdungsgemaften pharmazeu- 
rischen Zusammensetzung hangen von der zu behandelnden Erkiankung und deren Fort- 
schrittsstadium, wie auch dem Koipergewicht, dem Alter und dem Geschlecht des Patienten 
20 ab. 

Die Konzentiation der modifizierten mKNA.in derartigen Formulierungen kann daher inner- 
halb eines wehen Bereichs von 1 /zg bis 100 mg/ml variieren. Die erfindungsgemafle pharma- 
zeutische Zusammensetzung wild voizugsweise parenteral, bspw. intravenos, intraarteriell, 

25 subkutan, intramuskular, dem Patienten verabreicht Ebenso 1st es moglich, die phaimazeuti- 
sche Zusammensetzung topisch oder oral zu verabreichen. Vorzugsweise wird die erfin- 
dungsgemafie phannazeutische Zusammensetzung intradermal verabreicht. Weiterhin ist eine 
transdermale Applikation mit Hlfe von elektrischen Stromen bzw. durch osmotische Krafte 
moglich. Des Weiteren kann die pharmazeutische Zusammensetzung der vorliegenden Erfin- 

3 0 dung lokal in einen Tumor injiziert weiden. 
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Somit wird erfindungsgemafi auch ein Verf ahren zur Behandlung bzw. ein Impfverf ahren zur 
Prevention von Krebserkrankungen, bspw. der vorstehend genannten Erkrankungen, bereit- 
gestellt, welches das Verabreichen der erfindungsgemafien pharmazeutischen Zusammenset- 
zung an einen Patienten, insbesondere einen Menschen, umfasst, 

5 

Gemafi einer bevorzugten Ausfuhrungsform des Behandlungs- bzw, Impfverfahrens bzw. bei 
der vorstehend definierten Verwendirag der erfindungsgemafien mRNA, codierend fur min- 
destens ein Antigen aus einem Tumor, zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammen- 
setzung zur Behandlung und/oder Prevention von Krebserkrankungen wind dem Patienten 
10 neben der erfindungsgemafien pharmazeutischen Zusammensetzung ein oder mehrere Cyto- 
kin(e) verabreicht. 

Daher wild erfindungsgemafi auch allgemein ein Behandlungs- bzw. Impfverfahrcn berekge- 
stellt, umfassend das Verabrcichen mindestens einer mindestens ein Antigen aus einem Tu- 

15 mor (gemafi obiger Definition) codierenden RNA, vorzugsweise mRNA, die ggf. gemafi den 
obigen Ausfiihrungen stabilisiert ist (sind), und mindestens eines Cytokins, bspw. eines oder 
mehrerer der vorstehend genannten Cytokine, insbesondere GM-CSF, an einen Patienten, 
insbesondere einen Menschen. Das Verfahren dient insbesondere zur Behandlung und/ oder 
Prevention entsprechender Krebserkrankungen (bspw. die obigen Krebserkrankungen). 

20 Dementsprechend ist die vorliegende Erfindung auch allgemein auf eine pharmazeutische 
Zusammensetzung gerichtet, umfassend mindestens eine mindestens ein Antigen aus einem 
Tumor (nach vorstehender Definition) codierende RNA, vorzugsweise mRNA, die ggf. ge- 
mafi den obigen Ansfiihrungen stabilisiert ist (sind), und mindestens ein Cytokin, bspw. eines 
oder mehrerer der vorstehend genannten Cytokine, wie GM-CSF, vorzugsweise in Verbin- 

25 dung mit einem pharmazeutisch vertraglichen Trager und/oder Vehikel, zJ3. einem wasseti- 
gen Losungsmittel, oder einem oder mehreren der vorstehend definierten Trager, Losungs- 
mittel bzw. VehikeL Erfindungsgemafi wird somit auch die Verwendung von Cytokinen, 
bspw. eines oder mehrerer der vorstehend genannten Cytokine, insbesondere GM-CSF, in 
Kombination nut einem oder mehreren, wie vorstehend definierten RNA-Molektil(en), insbe- 

30 sondere mRNA, zur Behandlung und/ oder Prevention von Krebserkrankungen (zJJ. vorste- 
hend angefuhrter Krebserkrankungen) offenbart 
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Gemafi einer weitercn bevoizugten Ausfuhrungsfonn der vorliegenden Eifindung wild das 
Cytokin, bspw. GM-CSF, gleichzeitig oder, was mehr bevorzugt ist, vor oder nach der phar- 
mazeutischen Zusammensetzung, enthakend die fiir mindestens ein Antigen aus einem Tu- 
mor codiercnde mRNA. vetabreicht (bzw zur Herstellung eines entsprechendes Aizneimittels 
zur gleichzeitigen Veiabreichung mit oder zur Verabrcichung vor oder nach der vorstehend 
aufgefuhrten (m)RNA verwendet). Ganz besonders bevorzugt erfolgt die Verabrcichung des 
Cytokins, insbesondere GM-CSF, kurz vor (zJ8. etwa 15 min oder weniger, bspw. etwa 10 
oder etwa 5 min) oder kiiizere Zeit (bspw. etwa 5, 10, 15, 30, 45 oder 60 min) nach oder lan- 
gerc Zeit (zJB. etwa 2, 6, 12, 24 oder 36 h) nach der Verabrcichung der vorstehend definierten 
pharmazeutischen Zusammensetzung bzw. allgemein nach der mindestens einen fiir mindes- 
tens ein Antigen aus einem Tumor codierenden (m)RNA 

Die Applikation des Cytokins, bspw. GM-CFS, kann dabei auf dem gleichen Wege wie die 
erfindungsgemafien pharmazeutischen Zusammensetzungen bzw. die mindestens eine fiir 
mindestens ein Antigen aus einem Tumor codiercnde (m)RNA oder in einer davon getrenn- 
ten Weise erfolgen. Geeignete Verabrcichungswege sowie auch die geeigneten Formulie^ 
rungsmoglichkeken in Bezug auf das oder die Cytokin(e) konnen den obigen Ausfiihrungen 
hinsichtlich der erfindungsgemafien pharmazeutischen Zusammensetzungen entnommen 
werdea Bei einem humanen Patienten ist insbesondere eine GM-CFS-Dosis von 100 Ivfikro- 
gramm/m 2 empfehlenswert Besonders bevorzugt erfolgt die Verabrcichung des Cytokins, 
bspw. GM-CFS, durch eine s.c.-Injektion. 

Vorzugsweise werden die pharmazeutischen Zusammensetzungen der vorliegenden Erf in- 
dung bzw. die fur ein Antigen aus einem Tumor codiercnde RNA und gegebenenfaDs damit 
zusammenhangend das oder die Cytokin(e) in Form von Intervall-Dosen appliziert. Bei- 
spielsweise kann eine Dosis einer erfindungsgemafien pharmazeutischen Zusammensetzung 
in kurzercn Intervallen, bspw. taglich, jeden zweiten Tag, jeden dritten Tag usw, oder aber, 
was mehr bevorzugt ist, in langercn Intervallen, bspw. einmal wochentlich, einmal in zwei 
Wochen, einmal in drci Wochen, einmal im Monat usw. Dabei konnen die Intervalle auch 
veranderiich sein, wobei insbesondere die immunologischen Parameter des Patienten zu be- 
riicksichtigen sind. Bspw. kann die Verabrcichung einer erfindungsgemafien pharmazeuti- 
schen Zusammensetzung (und gegebenenfalls damit zusammenhangend auch die Verabrci- 
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chung des oder der Cytoldns/Cytoldne) einem Behandlungsschema folgen, bei dem zu Be- 
ginn der Behandlung das Intervall kurzer ist, bspw. einmal in zwei Wochen, und dann, je nach 
Behandlungsveriauf bzw. den entsprechend bestimmten immunologischen Parametern des 
Patienten, das Intervall auf bspw. einmal im Monat vedangert wird Je nach Patient, insbe- 
5 sondere dessen Zustand und seinen immunologischen Parametern, kann so ein auf das jewei- 
lige Individuum zugeschnittenes Therapieschema angewandt warden, 

Ein wekerer Gegenstand der vorliegenden Anmeldung betrifft ein Verfahren zur Herstellung 
der vorstehend definierten phannazeutischen Zusammensetzung, umfassend die Schritte: 
10 (a) Herstellen einer cDNA-BMothek oder eines Teils davon aus Tumorgewerbe eines 
Patienten, 

(b) Herstellen einer Matrize fur die In vtro -Transkriptbn von RNA anhand der cDNA- 
BMothek oder eines Teils davon und 
. (c) In ikrv -Transkribieren der Matrize* 

15 

Das Tumorgewebe des Patienten kann bspw. durch eine einfache Biopsie gewonnen werderu 
Es kann aber auch durch operative Entfernung von Tumor-befallenem Gewebe bereitgestelk 
werden. Des Wekeren kann die Herstellung der cDNA-Bibliothek oder eines Teils davon 
gemafi Schritt (a) des Herstellungsverfahrens der vorliegenden Erfindung durchgefuhrt wer- 

20 den, nachdem das entsprechende Gewebe zur Lagerung, vorzugsweise auf Temperaturen 
unterhalb von -70 °Q tiefgef ioren wuide. Zur Herstellung der cDNA-Bibliothek oder eines 
Teils davon wird zunachst eine Isolierung der Gesamt-RNA, bspw. aus einer Tumorgewebe- 
Biopsie, durchgefuhrt Verfahren hierzu sind bspw. in Maniatis et aL, supr^ beschrieben. Des 
Weiteren sind hierfiir entsprechende Kits im Handel, bspw. bei der Fa. Roche AG (zJJ. das 

25 Produkt „High Pure RNA. Isolation Kit*), eihaltlich. Aus der Gesamt-RNA wird gemafi ei- 
nem Fachmann bekannter Verfahren (vgL bspw. Maniatis et aL, supra) die entsprechende Po- 
ly(A + )-RNA isoliert. Auch hierfur sind im Handel entsprechende Kits eihaltlich. Ein Beispiel 
ist das „HGgh Pure RNA Tissue Kit* der Fa. Roche AG. Ausgehend von der so gewonnenen 
Poly(A + )-RNA wird danach die cDNA-Biblbthekhergestelk (vgL auch hierzu bspw. Maniatis 

30 et aL, stpu). Auch fiir diesen Schritt bei der Herstellung der cDNA-BMothek stehen einem 
Fachmann im Handel erhakliche Kits, bspw. das „SMART PGR cDNA Synthesis Kit" der 
Fa. Gontech Inc., zur Verfugung. Die einzelnen Uhterschritte von der PoIy(A*)-RNA zur 
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doppektrangigen cDNA sind am Beispiel des Verfahrens gemafi dem „SMART PCR cDNA 
Synthesis Kit" der Fa, Qontech Inc. in der Fig. 1 1 schematisch dargesteflt. 

Gemafi Schritt (b) des vorstehenden Herstellungsverfahrens wird ausgehend von der cDNA- 
5 Bibliothek (oder eines Teils davon) eine Matrize fiir die In vtro -Transkription synthetkiert. 
Dies erfolgt erfindungsgemafi insbesondere dadurch, dafi die erhaltenen cDNA-Fragmente in 
einen geeigneten RNA-Produktionsvektor clonieit werderu Die geeignete DNA-Matrize und 
erfindungsgemafi bevorzugte Plasmide sind bereits voistehend im Zusammenhang mit der 
Herstellung der mRNA fiir die eifindungsgemafie pharmazeutkche Zusammensetzung ange- 
10 geben. 

Zur In vtro -Transkription der im erfindungsgemafien Schritt (b) hergestellten Matrize wird 
diese, wenn sie ak zirkulare Plasmid-(c)DNA voriiegt, zunachst mit einem entsprechenden 
Restrikrionsenzym linearisiert. Vorzugsweke wird das so geschnittene Konstrukt vor der ei- 

15 gentlichen In vtro -Transkription noch einmal gereinigt, bspw. durch entsprechende Phenol- 
GJoroform- und/ oder Chlorofonn/Phenol/Isoamjdall^hol-Gemische. Hierdurch wird ins- 
besonderc sichergestelk, dafi die DNA-Matrize in proteinfreier Form voriiegt* Ak nachstes 
erfolgt die enzymarische Synthese der RNA ausgehend von der gereinigten Matrize. Dieser 
Uhterschritt erfolgt in einem entsprechenden Reaktionsgemkch, enthaltend die linearisierte, 

20 proteinfreie DNA-Matrize in einem geeigneten Puffer, dem vorzugsweise ein Ribonuclease- 
Inhibitor zugesetzt wird unter Verwendung eines Gemischs der benotigten Ribonucleo- 
tidtriphosphate (rATP, rCIP, rUTP und iGTP) und einer ausreichenden Menge einer RNA- 
Polymerase, bspw. T7-Polymerase. Das Reaktionsgemisch liegt dabei in RNase-fieiem Wasser 
von Bevorzugt wird bei der eigentlichen enzymatischen Synthese der RNA auch ein CAP- 

25 Analogon zugefiigt. Nach einer entsprechend langen, bspw. 2 h, Inkubation bei 37°Q wird 
die DNA-Matrize durch Zugabe von RNase-freier DNase abgebaut, wobei bevorzugt wieder 
bei 37°C inkubieit wild 

Vorzugsweise wird die so hergestellte RNA mittels Ammoniiimacetat/Ethanol gefallt und 
30 gegebenenfalls ein oder mehnnals mit RNase-freiem Ethanol gewaschen. Schliefilich wird die 
so gereinigte RNA getrocknet und gemafi einer bevoizugten Ausfiihrungsform in RNase- 
freiem Wasser aufgenommen, Des Weiteren kann die so hergestellte RNA mehreren Extrak- 
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tionen mit PhenoVChloroform bzw. Phenol/Qiloroforai/Isoam)Wk>hol unterwoif en wer- 
den. 

Gemafi einer weiteren bevoizugten Ausfuhrungsfonn des vorstehend definieiten Heistel- 
5 lungsverfahrens wird ntir ein Teil einer Gesamt-cDNA-Bibliothek gewonnen und in entspre- 
chende mRNA-Molekiile iiberfuhrt. Daher fcann erfindungsgemafl auch eine sog. Subtrakti- 
onsbibliothek als Teil der Gesamt-cDNA-Bibliothek verwendet werden, urn die erfindungs- 
gemafien mRNA-Molekiile bereitzustellen. Ein bevoizugter Teil der cDNA-Bibliothek des 
Tumorgewebes codiert fur die tumorspezifischen Antigene. Bei bestimmten Tumoren sind 

10 die entsprcchenden Antigene bekannt, Es kann gemafi einer weiteren bevoizugten Ausfiih- 
rungsfonn der fur die tumorspezifischen Antigene codiercnde Teil der cDNA-Bibliothek 
zunachst ennittek werden (dh. vor Schrilt (a) des vorstehend definierten Verfahrcns). Dies 
erfolgt vorzugsweise dadurch, dafi die Sequenzen der tumorspezifischen Antigene durch ei- 
nen Abgleich mh einer entsprcchenden cDNA-BMothekaus gesundem Gewebe festgestellt 

15 werden. 

Der erfindungsgemafie Abgleich umfasst insbesondere einen Veigleich der Expressionsmus- 
ter des gesunden Gewebes mit dem des in Rede stehenden Tumorgewebes. Entsprcchende 
Exprcssionsmuster werden konnen auf Nukleinsaureebene bspw. mit Hlfe geeigneter Hybri- 

20 disienmgsexperimente bestimmt Hieizu konnen bspw. die entsprcchenden (m)RNA- oder 
cDNA-Bibliotheken der Gewebe jeweils in geeigneten Agarose- oder Polyaciylamid-Genen 
aufgetrennt, auf Membianen uberfiihrt und mit entsprcchenden NuHeinsaure-Sonden, vor- 
zugsweise OligonuHeotid-Sonden, wekhe die jeweiligen Gene rcprasentieren, hybridisiert 
werden (Northern- bzw. Southern-Blots). Ein Veigleich der entsprcchenden Hybridisierun- 

25 gen liefert somit diejenigen Gene, die encweder ausschliefilich vom Tumoigewebe oder darin 
starker expramiert weiden. 

Gemafi einer weiteren bevoizugten Ausfiihrungsfonn werden die genannten Hybridisierungs- 
experimente mit H3fe einer Diagnose durch Mikroarrays (ein oder mehrcrc Mikroanays). Ein 
30 entsprechender DNA-Mkroanay umfafit eine definierte Anordnung, insbesondere auf klei- 
nem oder Heinstem Raum, von Nukleinsaure-, insbesondere Oligonukleotid-Sonden, wobei 
jede Sonde bspw. jeweils ein Gen, dessen Anwesenheh oder Abwesenheit in der entspre- 
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chenden (m)RNA- oder cDNA-Bibliothek zu untersuchen ist, reprasentiert. In einer entspre- 
chenden Mikroanordnung konnen so Hunderte, Tausende und sogar Zehn- bis Hundertta- 
suende von Genen reprasentiert sein. Zur Analyse des Expressionsmusters des jeweiligen 
Gewebes wild dann entweder die Poly(A + )-RNA oder, was bevorzugt ist, die entsprechende 
5 cDNA mit einem geeigneten Marker, insbesondere werden hieizu Fluoreszenzmarker ver- 
wendet, markiert und unter geeigneten Hybridisierungsbedingungen mit dem Mikroanay in 
Kontakt gebracht Bindet eine cDNA-Spezies an einem auf dem Mikroanay vorhandeneri 
Sondenmolekiil, insbesondere einem Oligonukleoud-Sondenmolekul, wild dementsprechend 
ein mehr oder minder stark ausgepragtes Fluoreszenzsignal, das mit einem geeigneten Detek- 

10 tionsgerat, bspw. einem entsprechend ausgelegten Fluroeszenzspekrometer, gemessen wer- 
den kann, beobachtet Je starker die cDNA (oder RNA) -Spezies in der Bibliothek reprasen- 
tiert ist, desto grofler wird das Signal, bspw. das Fluoreszenzsignal, sein. Das entsprechende 
Mikroarray-Hybridisienmgses^ (bzw. mehrere oder viele davon) wild (werden) ge- 
trennt fur das Tumorgewebe und das gesunde Gewebe durchgefiihrt. Die Differenz der aus 

15 den Mikroarray^Experimenten ausgelesenen Signale lafit daher auf die ausschliefilich oder 
vermehrt vom Tumorgewebe exprimierten Gene schliefien. Deiartige DNA-Mikroarray- 
Analysen sind bspw. in Schena (2002), Mikroanay Analysis, ISBN 0-471-41443-3, John Wiley 
& Sons, Inc., New Yorl^ dargestelk, wobei der diesbeziigliche Offenbarungsgehak dieser 
Druckschrift voUumfanglich in die voriiegende Erfindung aufgenommen ist. 

20 

Die Erstellung tumotgewebsspezifischer Expressionsmuster ist jedoch keineswegs auf Analy- 
sen auf NuHeinsaureebene beschrank. Einem Fachmann sind selbstverstandlich auch im 
Stand der Technik bekannte Verfahren gelaufig, welche der Expressionsanalyse auf Protein- 
ebene dienen. Her sind insbesondere Techniken der 2D-Gelelektrophorcse und der Mas- 

25 sensprektrometrie zu nennen, wobei diese Techniken vorteilhafterweise auch mit Proteinbio- 
chips (also Mkroanays auf Proteinebene, bei denen bspw. ein Proteinextrakt aus gesundem 
bzw. Tumorgewebe mit auf dem Mkroarray^Substrat aufgettagenen Antikorpem und/oder 
Peptiden in Kontakt gebracht wird), kombinieit werden konnen. Hinsichtlich der massen- 
spektroskopischen Verfahren sind diesbeziiglich insbesondere MALDI-TOF- („matrix as- 

30 sisted laser desorption/ionisation-time of flight"-) Verfahren zu nennen. Die genannten 
Techniken zur proteinchemischen Analyse zur Gewinnung des Expressionsmusters von Tu- 
mor- im Vergleich zu gesundem Gewebe sind bspw. in Rehm (2000) Der Experimentaton 
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Protebbiochemie/Pioteomics, Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg, 3. AufL, be- 
schrieben, auf dessen diesebezuglichen Qffenbarungsgehalt in der vorliegenden Erfindung 
exprsssis verbis ausdriicklich Bezug genommea Hnsichtlich Protefo-Mikroanays wind aufier- 
dem wiederum auf die diesbsziiglichen Ausfiihrungen in Schena (2002), supra, verwiesen. 

Die Figuren zeigen: 

Fig. 1 zeigt in einer graphischen Darstellung die Ergebnisse einer Tumorvakzinierung von 
Mausen (Ratten-Her-2/neurtransgene Here), die spontan Mammakarzinome entwi- 
ckeln, mit RNA. Es ist die Tumormdtiplizitat auf der y-Achse gegen das Alter der 
Mause auf der x-Achse aufgetragen. Uhbehandeke Mause (n -= 4), die als Kontrolle 
dienten, wiesen alle in einem Alter von 6 Monaten Tumore auf. Drei Mausen wuide 
fur Her-2/neu codierende DNA injiziert, wobei eine Maus nach 10 Monaten tumor- 
frei war. Als weitere Negativkontrolle erhielten 4 Mause eine zur mRNA fur Her- 
2/neu komlementare Antisense-mRNA. Diese Mause wiesen ebenfalls nach 6 Mona- 
ten alle Tumore auf (nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu war eine von 4 Mausen, denen 
fur Her-2/neu codierende mRNA (also der Sinnstrang) injiziert wide, nach 9 Mona- 
ten tumorfrei. 

Fig. 2 zeigt in einer graphischen Darstellung die Ergebnisse von Experimenten zur beta- 
Galaktosidase (beta-Gal)-spezifischen CIL (cytotoxische T-Lymphocyten)-Akivitat 
durch die Immunisierung mit einer fur beta-Gal codierenden mRNA unter dem 
Einflufi von GM-CSF. BALB/c-Mause wurden durch Injektion in die innere Auricula 
mit 25 fig fur beta-Gal codierender mRNA immunisiert Die Splenocyten wurden in 
vtro mit beta-Gal-Protein stimuliert, und die CTL-Aktivitat wurde 6 Tage nach der in 
t£C7t>Stirnuktion unter Verwendung eines Standard- 51 Cr-Freisetzungstests bestimmt. 
Die Zielzellen waren P815 (H^-Zellen, die mit dem synthetischen Peptid TPHPA- 
RIGL, das dem H 2 d -Epitop von beta-Gal entspricht, beladen (■) oder nicht beladen 
(A) waren. Es wurden jeweils drei oder zwei Here pro Gruppe behandelt. Als Nega- 
tivkontrolle dienten Tiere, denen Ld. in beide Auriculae nur Injektionspuffer injiziert 
wurden. Als Posirivkontrolle („DNA a ) dienten Tiere, denen in beide Auriculae Ld. 10 
/i% eines fiir beta-Gal codierenden Plasmids in PBS injiziert wurde. Die Testgruppen 
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eihielten fur beta-Gal codierende RNA allein bzw. in Kombination mit GM-CSF, der 
24 h ("GM-CSF t-l n ), 2 h vor der RNA-Injektion ("GM-CSF t0") oder 24 h nach der 
RNA-Injektion ("GM-CFS t+1") in dieselbe Stelle (in die Auriculae) oder an einer an- 
dercn Stelle (s.c. auf dem Riicken) injizieit wuide. Es wuiden jeweils drci verschiedene 
5 EffektorVZielzellen-Veibadnisse (200, 44, 10) getestet 

Fig. 3 zeigt in wekeren giaphischen Darstellungen die Ergebnisse von fiir IFN-gamma (A)* 
bzw. IL-4 (B) spezifische EUSA-Standaidtests, die die entsprechende Cytokin- 
Produkion von Splenocyten dokumentieren, die in <utro mit beta-Gal-Protein restimu- 
10 lieit wuiden. BALB/c-Mause wuiden, wie bercits vorstehend bei Fig. 2 angegeben, 

immunisiert. Die Splenocyten wuiden in vtrv mit beta-Gal-Protein stimuliert, die ent- 
sprechenden Kukuriibeistande wuiden gewonnen, und die IFN-gamma- oder IL-4- 
Konzentiation wuide unter Verwendung eines EIISA-Standaidtests bestimmt 

15 Fig. 4 zeigt weitere graphische Darstellungen, welche die Antikorper-Antwort von eifin- 
dungsgemafi immunisieiten Mausen demonstriert. BALB/c-Mause wuiden, wie in 
Fig. 2 angegeben, immunisiert. Zwei Wochen nach dem Boost wuide Blut abgenom- 
men und daiaus das Blutserum gewonnen. Beta-Gal-spezifische IgGl- (A) und 
IgG2a-Antikoiper (B) wurden mit Hilfe eines ELISA-Test bestimmt. Dargestellt ist 

20 jeweils die Extinkrion (OD) bei 405 nm auf der y-Achse, die aus der Umsetzung des 

Substrats ABTS beim EUSA-Test resultieit. Die gezeigten Extinkionen sind die 
Weite, von denen die entsprechenden Werte von mit Injekrionspuffer behandeken 
Mausen subtrahieit sind. 

25 Fig. 5 zeigt mit X-Gal gefaibte mikroskopische Schnitte der Auricula von Mausen, denen fiir 
beta-Galaktosidase codierende mKNA in die Auricula id. injiziert wuide. 12 Stunden 
nach der Injektion von 25 fig RNA in HEPES-NaG-Injektionspuff er wuiden die Oh- 
ren entfemt und X-Gal-gefaibte Schnitte angefeitigt Blaue Zellen zeigen eine beta- 
Galahosidase-Akrivitat an. Wie bei beiden Schnitten zu sehen ist, sind nur wenige 

30 blaue Zellen voihanden. 
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Fig. 6 zeigt einen der Fig. 5 entsprechenden Schnitt durch eine Auricula einer Maus, der in 
die Auricula fur beta-Galaktosidase codierende mRNA injiziert wurde, welche Prota- 
min-stabilisiert war. Der mit X-Gal gefarbte mikroskopische Schnitt zeigt einige weni- 
ge blau gefarbte Zellen- 

5 

Fig. 7 zeigt zwei wekere Schnitte durch die Auricula von Mausen, wobei pro Schnia zwei 
Bilder angefertigt wurden, urn einen grofleren Ausschnitt darzustellen. In diesem Fall 
wurde in die Auricula fur beta-Galaktosidase codierende mRNA. in einem Puffer inji- 
ziert, dem 10 U RNasin, ein enzymatischer RNase-Inhibkor aus Pankreas (erhahlich 
10 von Roche oder Promega) direkt vor der Injektion zugefugt wurde. Im Veigleich zu 

den Schnitten von Fig. 5 und Fig. 6 sind deutlich mehr blau gefarbte Bereiche von 
Zellen mit beta-Galaktosidase- Aktivitat zu erkennen. 



Fig. 8 zeigt in einer schematischen Darstellung das Plasmid pTTIS, das fur die In zbo - 
15 Transkriprion verwendet wurde. Erfindungsgemafie Konstrukte wurden in die Bglll- 

und Spel-Stellen, deren relative Lage zueinander angegeben ist, cloniert Der schwarz 
ausgefiillte Bereich enthalt die 5-nicht translatierte Region des beta-Globingens aus 
Xencpus laeus, wahrend der grau ausgefiillte Bereich eine entsprechende 3 -nicht trans- 
latierte Region des beta-Globingens aus X. laeris darstelk. Des Wekercn ist die relative 
20 Lage des 17-Piomotors, die zur Sequenzierung verwendete Pstl-Stelle, der Poly(A + )- 

Schwanz (A^Q^) sowie mit einem Pfeil die Transkriptionsrichtung angegebea 

Fig. 9 zeigt in einem beispielhaften Ablaufschema den Veriauf einer erfindungsgemaflen 
RNA-Impftherapie mit unterstiitzender Gabe von GM-CFS. Die fiir ein oder mehrere 

25 Turoorantigene (MUC1, Her-2/neu, THomerase, MAGE-1) codierende mRNA- 

Molekule bzw. eine fiir ein Kontrollantigen (Influenza Matrix Protein (IMP), ein vira- 
les Antigen) codierende mRNA werden dem Patienten Ld an den Tagen 0, 14, 28 und 
42 verabreicht Zusatzlich wild dem Patienten einen Tag nach der RNA-Impfung 
GM-CFS (Leucomax® (100 /-tg/m^ von Novartis/Essex Pharma) sx. injiziert Bei 

30 stabilem Veriauf bzw. objekthrem Tumoransprechen (koniplette Remission (CR) bzw. 

partielle Remission (PR)) erhalten die Patienten die Vakzinierungen einmal im Monat 
sx. Nach der vierten Injektion (Tag 49) wind das Ansprechen des Tumors radiolo- 
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gisch, laborchemisch bzw. sonographisch sowie die dutch die Therapie induzierten 
immunologischen Phanomene evaluiert Ab Tag 70 erfolgt die Fortfuhiung der Im- 
munisierungstherapie in 4-wochentlichen Abstanden. Am Tag 0, 14, 28, 42 und 49 
weiden Blutproben zur Bestimmung entsprcchender Laborparameter, des Differenzi- 
alblutbilds (Diff-BB), FACS- Analyse und Cytokine entnommen. Das Restaging des 
Patienten erfolgt ab Tag 49 sowie ggf. alle wekete 4 bis 8 Wbchen. 

Fig. 10 zeigt in einem Fliefischema die Konstruktion von autologer, stabilisierter RNA gemaft 
dem Heistellungsverfahren der voriiegenden Erfindung. Zunachst wird Tumorgewe- 
be, bspw. durch Biopsie, gewonnen, Daiaus wild die Gesamt-RNA extrahiert. An- 
hand der aus der RNA-Extrakion gewonnenen Poly(A 4 )-RNA wild eine cDNA- 
BMothek konstmiert. Davon ausgehend wind nach Herstellung einer entsprechenden 
DNA-Matrize die autologe, stabilisierte RNA mittels In zitro -Transkription gewonnen. 

Fig. 11 zeigt in einem Reakrionsschema die Schritte zur Herstellung einer cDNA-Bibliothek, 
ausgehend von Poiy(A + )-RNA beispielhaft fur das SMART PCR cDNA Synthesis Kit 
der Fa. Qontech Inc. 

Fig. 12 zeigt eine fotographische Aufnahme eines Agarosegels, das die typische Grofienfrak- 
tionierung einer cDNA-BMothek, erstelk aus humanem Placenta-Gewebe, zeigt. In 
der Spur Mist ein Langenmarker mit Fiagmenten der links angegebenen Lange auf ge- 
tragen. Die Spur n DS cDNA" enthak die cDNA-BMothek. Diejenigen Fiagmente, 
die der erwaiteten Giofienfiaktion entsprechen (etwa 200 BP bis 4000 BP) werden fur 
die In vtro -Transkription verwendet. 

Fig. 13 zeigt einen beispielhaften Behandlungsplan fur die erfindungsgemafie Tumor- 
Therapie durch Injektion einer Tumor-mRNA-Bibliothek, hier in Kombination mit 
GM-CSF, fiir Patienten mit malignem Melanom. Herfur wird aus patienteneigenem 
Tumorgewebe hergestelke, autologe, stabilisierte RNA verwendet. Diese amplifizierte 
autologe Tumor-RNA wird dem Patienten Id. an den Tagen 0, 14, 28 und 42 verab- 
reicht. Zusatzlich wird dem Patienten einen Tag nach der RNA-Injekrion GM-CFS 
(Leucomax® 100 ftg/m 2 Novartis/Essex Pharma) s.c. injizieit. Zwei Wbchen nach 
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der vierten Injekrion (Tag 56) wind das Ansprechen des Tumors durch eine Staging- 
Untersuchung (oa. Sonographic, Hiorax-Rontgen, CT usw.) sowie durch die Auswer- 
tung der durch die Hieiapie induzierten immunologischen Parameter evaluiett. Bei 
stabilem Krankheitsverkuf bzw. objektivem Tumoransprechen (CR bzw. PR) erhalt 
5 der Patient alle vier Wochen jewefls eine weiterc Vakzinierung. Weitere Restaging- 

Untersuchungen werden am Tag 126 und danach in 12-wochigem Abstand durchge- 
fiihit. 

Fig. 14 zeigt noch einmal schematisch den generellen Ablauf einer Hierapie mit der erfin- 
10 dungsgemafien phannazeutischen Zusammensetzung mit autologer, amplifizerter 

Tumor-RNA, dhu die in der phannazeutischen Zusammensetzung enthaltene RNA 
reprasentiert eine cDNA-Bibliothek des Tumorgewebes. Es wind zunachst eine Probe 
des Tumorgewebes, bspw. iiber eine Biopsie, gewonnen. Aus dem Gewebe wind die 
Gesamt-, dann die Poly(A+)-RNA durch entsprechende Extiaktionen heigestellt 
1 5 Ausgehend von der PoIy(A+)-RNA wird eine cDNA-BMothek konstruiert, die in ei- 

nen zur nachfolgenden In zzta>Tfcnskription geeigneten Vektor kloniert wird. Durch 
In vitro -Transkription wird dann ein RNA-Vakzin gewonnen, das dem Patienten, dem 
das Tumorgewebe enmommen wurde, zur Bekampfung des Tumors injiziert wird 

20 Die nachfolgenden Ausfiihrungsbeispiele edautem die vorliegende Erf indung naher, ohne sie 
einzuschranken. 

BEISPIELE 

25 BeispieltTiimomlainienii^mitRNAimTiennodell 

Materialmen und Methoden 

Gekappte mRNA, codierend fiir eine verkiirzte Version des Her-2/neu-Proteins der Ratte 
30 („ECD-TM-neu-Ratte a , enthaltend die extrazellulare Domane und die Transmembranregion, 
nicht jedoch die cytoplasmatische Region) wurde unter der Verwendung von „SP6 mMessa- 
gemMachine" (Ambion) mit Hilfe eines Plasmids hergestellt, das im wesendichen dem in Fig. 
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8 gezeigten Aufbau entsprach, jedoch statt des T7-Promotors einen SP6-Promotor enthielt, 
und in welchem das ECD-TM-neu-Ratte-Konstrukt hinter den SP6-RNA-Polymerase- 
Piomotor eingefiigt war. Die hergestelke mRNA wurde in Injekrionspuffer (150 mM NaQ, 
10 mM HEPES) bei einer Konzentration von 0,8 rag/ml gelost und mit Pmtamin-Sulfat 
5 (Sigma) (1 mg Protamin pro 1 mg RNA) gemischt. 50 fA dieser Losung wuiden in die Auricu- 
lae (je 25 fd pro Ohr) der Mause injiziert. Es erfolgten acht Injekrionen, jeweils eine im Alter 
von 6, 8, 13, 15, 20, 22, 27 und 29 Wochen. Als Kontrollen dienten Mause, denen entspre-" 
chende Injektionen mit Injekrionspuffer, mit fur ECD-lM-neu-Ratte codierender Plasmid- 
DNA oder mit einer der erf indungsgemafien mRNA entsprcchenden Antisense-mRNA ver- 
10 abreicht wurden. 

Ergebnisse 

Weibliche BalB-neu T-Mause (BalB/c-Mause, die das Onkogen Her2/neu der Ratte expri- 

15 mieren; vgL Rovero et aL (2000) J. ImmunoL 165(9)5133-5142), die spontan Mammakarzi- 
nome entwickeln, wurden mit fur eine verkiirzte Version des Her-2/ neu-Proteins („ECD- 
TM-neu-Ratte", enthaltend die extrazellulare Domane und die Transmembranregion, nicht 
jedoch die cytoplasmatische Region) codierender RNA immunisiert. Als Negativkontrolle 
dienten vier mit Injekrionspuffer behandelte Mause. Einer weiteren Gruppe von drei Mausen 

20 wide fur das verkurzte Her-2/neu codierende DNA injiziert. Vier Mause erhieken die erf in- 
dungsgemafi fiir das Tumorantigen Her-2/neu (verkurzte Version ECD-TM, siehe oben) 
codierende mRNA Als weitere Kontrollgruppe dienten vier Mause, denen die entsprechende 
Antisense-RNA injiziert wurde. Wie in der Fig. 1 gezeigt, wurde bei den Tieren der unbehan- 
deken Kontrollgruppe nach 26 Wochen eine Tuniormulriplizitat von durchschnittlich 10 be- 

25 obachtet, wobei alle Here im Alter von etwa 20 Wochen tastbare Brusttumore aufwiesen. Im 
Gegensatz dazu ist bei der Immunisierung mit der fur ECD-TM-neu-Ratte codierenden 
mRNA eine deutliche Verlangsamung der Karzinomentstehung zu beobachten, insbesondere 
wird erst im Alter von 30 Wochen eine Tumonmdtiplizitat von 10 erreicht. Des Weiteren ist 
auch die Tumorgrofie vermbdert (nick gezeigt). Von den 4 mit der erfindungsgemafien 

30 mRNA behandelten Mausen war eine nach 9 Monaten immer noch tumorfreL Diejenige 
Gruppe von Mausen, denen die Antisense-mRNA injiziert worden war, zeigten alle im Alter 
von 6 Monaten Tumore. Die Vergleichsgruppe der Mause, denen fur die verkiirzte Version 
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von Her-2/neu codierende Plamid-DNA injiziert wurde, zeigten ebenfalls eine im Vergleich 
zur unbehandelten Kontrollgruppe verlangsamre Karzinomentstehung (vgL auch bezuglich 
entsprechender Plasmid-DNA-Experimente bei intramuskularcr Injekrion: Di Carlo et aL 
(2001) Qin- Cancer Res. 7(3. Erganzungsband): 830s-837s), wobei jedoch die Karzinoment- 
5 stehung bis zur 27. Lebenswoche nicht so stark verlangsamt war wie bei der Immunisierung 
mit erfindungsgemafier, fur die veririirzte Version von Her2/neu codierender mRNA Dar- 
iiber hinaus sind bei der Immunisierimg mit DNA die vorstehend genannten Nachteile, ins- 
besondere die Gefahr der Integration der DNA in das Genom, die Entstehung von anti- 
DNA-Anukoipeni usw. zu beriicksichtigerL 

10 

Beispiel 2: Einfluss von GM-CFS auf die RNA-Vakzinierung 

Materialien und Methoden 
15 Mouse 

6-10 Wochen ake BALB-c AnNCdBR (Hr2*) Mause (weMch) wurden von Charles River 
(Sulzfeld, Deutschland) bezogen. 

20 Plasrride undHastdlung wn RNA 

Der fur beta-Galaktosidase codierende ORE (LacZ), flankiert von 5- und 3-nicht- 
translatieiten Sequenzen aus dem beta-Globingen von X Laeris, wurde in das Plasmid pT7TS 
(PA Creek, Austin, TX, USA), urn das Plasmid pT7TS-kDzak-5* beta gUacZ-3* beta gi- 
25 A30C30 heizustellen (vgL Hbeir et aL (2000) Eur. J. ImmonoL 30: 1-7). Der generelle Aufbau 
des Plasmids pT7TS mit den flankierenden 5- und 3- nicht-translatieiten Sequenzen aus dem 
beta-Globingen von X. Laeris ist in Fig. 8 schematisch dargestelk. 

Das derart heigestellte Plasmid wurde mit Pst I linearisiert und in zfav unter Verwendung des 
30 mrMessagemMachineT7 Kit (Ambion, Austin, TX USA) transkripieit Die so hergestellte 
RNA wurde mittels LiQ-PrSzipitation, Phenol/Chloroform-Extraktion und Ammoniumace- 
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tat-Fallung gereinigt Die gereinigte KNA wurde schliefilich in einer Konzentrarion von 0,5 
mg/ml in Injektionspuffer (150 mM NaG, 10 mM HEPES) resuspendieit. 



Medien undZdlkidtur 

5 

P815 und P13.1-Zellen wuiden in KPMI 1640 (BioWhittaker, Verviers, Belgien), erganzt mit 
10% Hitze-inakivieitem fotalem Kalberserum (FCS) (PAN systems, Deutschland), 2 mM Lt 
Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100 mg/ ml Streptomycin, kultiviert. 

10 CIL-Kulturen wuxden in RPM 1640-Medium, eiganzt mit 10 % FCS, 2 mM L-Glutamin, 
100 U/ml Penicillin, 100 mg/ml Streptomycin, 0,05 /*M beta-MercaptoethanoI, 50 mg/ml 
Gentanrycin, MEM-Non Essential Amino Assids (100 x) und 1 mM Natriumpynivat, gehal- 
ten. CTL wurden fur eine Wbche mit 1 mg/ml beta-Galaktosidaseprotein (Sigma, Taufkir- 
chen, Deutschland) restimuliert. Am Tag 4 wurden 4 ml Kulturiiberstand vorsichtig abpipet- 

1 5 tiett und durch f risches Medium, enthaltend. 10 U/ml rIL-2 (Endkonzentation) ersetzt 

Irmurwierwg 

3 BALB/ c-Mause pro Gruppe wurden mit 20 mg Pentobarbital Lp. pro Maus betaubt Den 
20 Mausen wurde dann id in beide Auriculae 25 mg fur beta-Galakosidase (beta- Gal) codie- 
rende mRNA Injektionspuffer (150 mM NaQ, 10 mM HEPES) injiziert. In einigen Fallen 
wurde zusatzlich Granomycyten-Makroph^ (GM-CFS) 24 

h oder 2 h vor bzw. 24 h nach der RNA-Injektion in dieselbe Stelle oder in eine davon ent- 
femte Injektionsstelle (in die Auricula oder s.c. in den Riicken) injiziert. Als Posirivkontrolle 
25 wurde Tieren jeweils 10 mg eines fur beta-Gal codierenden DNA-Plasmids in PBS LA in bei- 
de Auriculae injiziert Eine Gruppe von Tieren, denen in beide Auriculae nur Injektionspuffer 
Ld appliziert wurde, diente als Negattvkontrolle. Zwei Wochen nach der Erstinjekrion wurde 
eine Boost-Injektion in jeweils der gjeichen Weise wie bei der ersten Injekrion durchgefiihrt. 
Zwei Wochen nach der Boost-Injekrion wuide Blut genommen, die Mause wurden getotet 
30 und die Mlz entfemt. 
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"OFTeisetzungtest 

Aus der Mlz erhaltene Splenocyten wurden in utro mit beta-Gal-Protein stimulieit und die 
CTLrAktmtat wurde nach 6 Tagen unter Verwendung eines 6stiindigen 51 -Cr-Standardtests, 
5 wie in Rammensee et aL (1989) Immunogenetics 30: 296 - 302, beschrieben, bcstimmt Kurz 
zusammengefasst wurden Zielzellen mit 51 Gr markiert und mk dem Peptid TPHPARIGL fur 
20 jgin bei Raumtemperatur beladea Nach der Go-Inkubation von Effektor- und Zielzellen 
(bei jeweils drei verschiedenen Verhaknissen von EffektonZielzellen: 200, 44 und 10) in run- 
den Platten mit 96 Veitiefungen fur 6 h wurden 50 ml von 200 ml Kulturiiberstand in eine 

10 Luma-Szintillationsplatte /Packard) mit 96 Vertiefungen pipettiert, und nach dem Trocknen 
wurde die Radioaktivitat mit einem Szintilktionszahler (1405 MIcrobeta Plus) gemessen. Die 
prozentuale spezifische Freisetzung wuxde aus der Menge des in das Medium freigesetzten 
51 Q: (A) minus der spontanen Freisetzung (B) geteik durch die Gesamtfreisetzung (Q (unter 
Verwendung von Triton X-100) minus der spontanen Freisetzung (B) bestimmt: Prozent 

15 spezifische Lyse « 100 (A-B)/(GB). 

Cytokin-ELISA 

Nach 4 Tagen der Restimulierung mit beta-Gal-Protein wurde der Uberstand der Splenocy- 
20 tenkukur abpipettiert und bei - 50°C bis zur Verwendung gelagert. Auf MaxiSorb-Platten 
(Nalge Nunc International, Nalge, Danemari^ wurden uber Nacht bei 4°C 100 ml Anti- 
Maus-Anti-IFN-gamma- oder -11^4-Fangeiantikorper (Becton Dickenson, Heidelberg, 
Deutschland) bei einer Konzentration von 1 mg/ml in Beschichtungspuffer (0,02 % NaN 3 , 
15 mM Na 2 OOj, 15 mM NaH0O 3 , BH 9,6) auspipettiert. Nach dreimaligem Waschen mit 
25 Waschpuffer (0,05 % Tween 20 in PBS) wurden die Platten mk 200 ml Blockingpuffer (0,05 
% Twen 20, 1 % BS A in PBS) fiir 2 h bei 37° C abgesattigt. Nach dreimaligem Waschen mk 
Waschpuffer wurden 100 ml der ZellkJturiiberstande fiir 5 h bei 37° C inkubiert Die Platten 
wurden dann viermal mk Waschpuffer gewaschen, und es wurden 100 ml biotinylierte Anti- 
Maus-Anti-IFN-gamma- oder -IM-Detekrionsantikorper (Becton Dickenson, Heidelberg, 
30 Deutschland) pro Vertiefung bei einer Konzentration von 0,5 mg/ml in Blockieningspuffer 
pipettiert und fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mk Wasch- 
puffer wurden in jede Vertiefung 100 ml einer 1/1000- Verdiinnung Spreptavidin-HRP (BD 
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Biosciences, Heidelberg, Deutschland) gegeben. Nach 30 min bei Raumtemperatur wunden 
die Platten dreimal mk Waschpuffer und zweimal mit bidestilliertem Wasser gewaschen. Da- 
nach wurden in jede Veitiefung 100 ml des ABTS-Substrats zugegeben. Nach 15 - 30 min bei 
Raumtemperatur wurde die Extinkrion bei 405 nm mit einem Sunrise-EIISA-Lesegerat (Te- 
5 can, Gailsheim, Deutschland) gemessen. 

Andkorper-ELISA 

Zwei Wochen nach der Boost-Injektion wurde den Mausen Blut iiber die Qbkalvene abge- 
10 nommen und Bhitserum heigestellt Auf Maxisorb-Platten (Nalge Nunc International, Nalge, 
Danemar^ wurden fur 2 h bei 37° C 100 ml beta-Gal-Protein in einer Konzentration von 
100 mg/ml in Beschichtungspuffer (0,05 M Tris-HO, 0,15 M Nad, 5 mM QQ 2 , pH 7,5) 
auspipettiert. Dann wurden die Platten dreimal mit 200 ml Waschpuffer (0,05 M Tris-HQ, 
0,15 M NaO, 0,01 M EDTA, 0,1 % Tween 20, 1 % BSA, pH 7,4) gewaschen und mit 200 ml 
15 Waschpuffer iiber Nacht bei 4° C mit Protein abgesattigt. Die Platten wurden dreimal mit 
Waschpuffer gewaschen, und es wurden Blut-Seren in einer Verdiiimung von 1/10, 1/30 
bzw. 1/90 in Waschpuffer zugegeben. Nach 1 h bei 37° C wurden die Platten dreimal mk 
Waschpuffer gewaschen, und es wurden 100 ml von 1/1000-Verdiinnungen von Ziege-Anti- 
Maus-IgGl- oder -IgG2a-Antikorpem (Galtag, Burlington, CA, USA) zugegeben. Nach 1 h 
20 bei Raumtemperatur wurden die Vertiefungen dreimal mk Waschpuffer gewaschen, und es 
wurden 100 ml ABTS-Substiat pro Veitiefung zugefugt Nach 15 - 30 min bei Raumtempera- 
tur wurde die Extinkrion bei 405 nm mk einem Sunrise-EIISA-Lesegerat (Tecan, Qailsheim, 
Deutschland) gemessen. 

25 Ergebnisse und Discission 

Es wurde bestatigt, dafi die direkte Injektion von RNA, die fur beta-Galaktosidase codiert, in 
die Auricula von Mausen eine Anti-beta-Galaktosidase-Immunantwort, im wesentlichen vom 
Th2-Typ, auslost: Es wird eine Produktion von Anti-beta-Galaktosidase-Tmmunglobulinen 
30 vom IGl-Typ (Kg. 3A) und eine Sekretion von ILr4 (Fig. 2 B) bei mk beta-Galaktosidase- 
stimulierten Splenocyten von Mausen festgestellt, denen die fur beta-Galaktosidase codieren- 
de RNA injiziert wurde. Um die Effizienz der RNA-Vakzine zu verstarken, wurde zusatzlich 
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das Cytokb GM-CFS verabreicht Dieses Cytokin verstark die Effizienz bei einigen DNA- 
Vakzinen. Dariiber hinaus wurde festgestelk, dafi der Zeitpunkt der GM-CFS-Injektion im 
Vergleich zur DNA-Injektion den Typus der Immunantwort beeinflufit (Kusakabe (2000) J. 
ImmunoL 164: 3102-3111). ErfindungsgemaC wurde festgestelk, dafi GM-CFS die durch eine 
5 RNA-Vakzinierung heivorgerufene Immunantwort verstarken kann. Die Injektion von GM- 
CFS einen Tag vor der Injektion von RNA zeigt kaum einen Einflufi auf die Starke oder den 
Typus der Immunantwort. Im Gegensatz dazu verstark die Injektion von GM-CFS 2 S tun- 
den vor der Injektion der RNA die Immunantwort (vgL die ILr4-Freisetzung in Fig. 2B bei 
den 2 Mausen, denen GM-CFS beim Zeitpunkt T ■= 0 injiziert wurde), beeinflufit jedoch 

10 nicht die Th2-Polaritat. Wind GM-CFS dagegen einen Tag nach der RNA-Vakzine in dieselbe 
Stelle oder in eine davon entfemte Stelle (nicht gezeigt) injiziert, wind die Immunantwort 
nicht nur insgesamt verstark (vgL die Antikorper-Antwoit gemafi Fig. 3), sondern die Im- 
munantwort wind zum Thl-Typ polarisiert (vgL die IFN-gamma-Produktion durch beta-Gal- 
Protein-stimulierte Splenocyten gemafi 1%. 2A, die Produktion von IgG2a-Antikorpern ge- 

15 gen beta-Gal gemafi Fig. 3B und die Produktion aktrvierter ClL gemafi Fig. 1). Die Injektion 
von GM-CFS einige Minuten oder einige Stunden nach der KNA-Injektion sollte die gleiche 
Auswirkung (Verstarkung und Polarisierung) der Immunantwort ergeben. 

Beispiel 3: Auswirkung von RNase-Inhibitor auf die mRNA-Expression in vivo 

20 

Es wurde nackte oder protamin-assoziierte bzw. -komplexierte mRNA, die fur beta- 
Gakktosidase codiert (bergestellt wie in Beispiel 2 angegeben) in die Auricula von Mausen in 
einer Menge von 25 mg RNA in Injektionspuffer (150 mM NaQ, 10 mM HEPES) injiziert. 
Werteren Mausen wurde die fiir beta-Galaktosidase codierende mRNA zusammen mit 10 U 

25 des RNase-Inhibitors RNasin (ein aus Pankreas extrahierter enzymatischer RNase-Inhibitor, 
erhaltlich von Roche oder Promega) injiziert. Der RNase-Inhibitor wurde unmittelbar mit der 
RNA-L6sung vor der Injektion vermischt. Nach 12 Stunden wurden jeweils den Mausen die 
Ohren abgenommen. Mikroskopische Dunnschnitte der Auriculae wurden hergestellt und mit 
X-Gal gefa&t. Die Injektion nackter oder protamin-assoziierter mRNA fuhrt zu einer detek- 

30 tierbaren bem-Galaktosidase-AktivitSt in einigen wenigen Zellen bei den entsprcchenden 
Diinnschnitten (blaue Zellen in Fig. 5 und 6). Somit haben hier einige Zellen die exogene 
RNA aufgenornmen und in das Protein translatiert. Wenn die fiir beta-Galaktosidase codie- 
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rende mRNA mit dem RNase-Inhibitor RNasin geschutzt vorlag, wuiden sehr viel mehr 
blaue Zellen ak im Fall der nackten oder piotamin-assoziierten RNA beobachtet (Fig. 7). Da 
RNasin RNasen inhibieit, wild die Halbwertszeit der injizierten mRNA-Molekiile inzivD, doit 
wo die Umgebung (interstitielles Gewebe) mit RNasen kontaminieit ist, veriangeit Die deiar- 
5 tige Stabilisierung der RNA fuhit zu einer veistaifaen Aufnahme durch die umgebenden Zel- 
len und dadurch zu einer verstaifaen Expression des von der exogenen RNA codieiten Prote- 
ins. Diese Phanomen kann daher auch fur eine veistaikte Immunantwoit gegen ein von der 
injizierten mRNA codieiten Antigen genutzt weiden. 

1 0 Beispiel 4: RNA- Vakzinierung bei Patienten mit malignen Eikrankungen 

Einleitung 

Cytotoxische T-Lymphocyten (CTL) eitennen Antigene ak kuize Peptide (8-9 Aminosau- 
15 ren), die an MHC Klasse I Glykoproteine gebunden an der Zellobeiflache exprimieit weiden 
(1). Diese Peptide sind Fiagmente intiazellularer Eiweifimolekule. Es gibt jedoch Hnweise, 
dafi auch exogpn durch Makropinocytose oder Phagocytose aufgenommene Antigene zur 
CD8 + T-ZelWennitteken Immunantwoit fiihren konneru Die Proteine weiden in Proteoso- 
men gespalten, die hieibei entstehenden Peptide weiden aus dem Cytosol in das Lumen des 
20 endoplasmatischen Retikulums tiansportieit und an MHC Klasse I Molekule gebunderu 

Die so piozessieiten Proteine weiden als Peptid/MHGKlasse I-Komplex an die Zelbbeifla- 
che tiansportieit und den CTL prasentieit. Dieser Voigang findet in jeder Zelle statt und er- 
moglicht so dem Immunsystem ein genaues Uberwachen jeder einzelnen Zelle auf das Vor- 
25 handensein koipeifrcmder bzw. veiandeiter oder embiyonaler Proteine, unabhangig davon 
ob sie von intiazellularcn pathogenen Keimen, Qnkogenen oder dysregulierten Genen stam- 
men. Dadurch sind cytotoxische Lymphocyten in der Lage, inf izieite bzw. neoplastische Zel- 
len zu eikennen und zu lysieren (2, 3). 

30 In den letzten Jahren ist es gelungen, veischiedene tumor-assozieite Antigene (TAA) und 
Peptide, die von CIL eikannt weiden und dadurch zur Lyse von Tumoizellen fuhren, zu 
isolieren (21-27). Diese TAA sind in der Lage, T-Zellen zu stimulieren und antigenspezifische 
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CTL zu induzieren, wenn sie als Komplex axis HLA-Molekul und Peptid auf Antigen- 
prasentierenden Zellen (APQ exprimiert werden. 

In zahlreichen Unteisuchungen, die vor allem bei Patienten mit malignem Melanom durchge- 
5 fiihit wurden, konnte gezeigt werden, dass maligne Zellen beim Fortschreiten der Tumorcr- 
krankung die Expression von TAA verlieren Ahnliches wild auch bei Vakzinierungen mit 
einzelnen Tumoiantigenen beobachtet. Uiter Vakzinieningstberapien kann es auch zur Selek- 
tion von Tumorzellen kommen, was ein Entkommen vom Immunsystem und eine Progressi- 
on der Eikrankung trotz Hierapie ermoglicht Die Anwendung von mehrcrcn verschiedenen 
10 Tumorantigenen wie im erfindungsgemafien Behandlungsplan des vorliegenden Beispiels 
vorgesehen, soil eine Selektion von Tumorzellen sowie ein Entkommen der malignen Zellen 
vom Immunsystem durch Antigenverlust veihindem. 

Vor kurzem wurde eine Methode, mit der DC mit RNA aus einem Plasmid, das ein Tumor- 
15 antigen kodiert, transfiziert werden konnen, entwickelt (Nair et aL, 1998, Nair et aL, 2000). 
Die Transfektion von DC mit RNA fur CE A oder Telomerase fuhrte zur Induktion von An- 
tigen-spezifischen CTL Dieses Verfahren ermoglicht es, CIL sowie T-Helfer Zellen gegen 
mehrere Epiope auf verschiedenen HLA-Molekiilen aus einem Tumoranrigen zu induzieren. 
Ein weiterer Vorteil dieser Strategie ist die Tatsache, dass sie weder die Charakterisierung der 
20 verwendeten Tumorantigene bzw. Epitope noch die Definition des HLA-Haplotyps des Pati- 
enten voraussetzt. Durch eine derartige polyvalente Vakrine konnte die Wahrscheinlichkeit 
fur das Auftreten von sogenannten klonalen „tumor escape"- Phanomenen deutlich gesenkt 
werden. Dariiber hinaus konnten durch diesen Ansatz T-Zeltvermittelte Immunantworten 
gegen auf natiirlichem Wege prozessierte und prasentierte Antigene mit eventuell hoherer 
25 Immundominanz induziert werden, Durch zusatzliche Betefligung von MHGKlasse II 
restringierten Epitopen konnte die induzierte tumorspezifische Immunantwort verstarkt und 
langer aufrecht erhalten werdecu 

Es wild beispielhaft ein erfindungsgemafies Behandlungsschema zur Tumor- Vakzinierung 
30 von Patienten mit fortgeschrittenen malignen Erkrankungen (Mamma-, Ovarial-, kolorektale, 
Pankreas- und Mercnzellkarzinome) bereitgestellt Hierbei wind RNA, die aus Plasmiden, die 
fiir MUC1, Her-2/neu, Telomerase und MAGE-1 Tumorantigene sowie Influenza-Matrix- 
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Protein (IMP) (positive KontioUe) codieten, hergestelk wurde, Patienten mit oben erwahnten 
malignen Eiktankungen intra dermal verabreicht. Dadurch wird eine CTLrlnduktion in mo 
ermoglicht, urn so die Progression der Erkrankung zu ve rbindem bzw. deren Riickbildung zu 
bewirkeiL Die genannten Tumorantigene weiden auf den malignen Zellen von Mamma-, O 
5 varial-, kolorektalen, Pankreas- und Nierenzellkarzinomen expiimieit 

Gemafi dem Bahandiungsplan (vgL die diesbeziiglichen nachstehenden Ausfuhrungen sowie 
Fig. 9) weiden die im Labor hergestellten RNA-Spezies, die fiir CEA, MUQ, Her-2/neu, 
Telomerase, Mage-1 und IMP kodieren, den Patienten Ld, zunachst 4 x an den Tagen 0, 14, 
10 28 und 42, verabreicht. Zusatzlich wild den Patienten jeweils einen Tag nach der RNA- 
Impfung GM-CSF (Leucomax®, 100 jig/ m 2 , Novartis/Essex Pharma) sx. verabreicht 

Bei der erfindungsgemafien Behandlung handek es sxch urn einen Immunisierungsansatz, der 
nur minimale Eingriffe beim Patienten (Injektion) erfordert. Die Therapie erfolgt ambulant 
15 und ist fur viele Tumorpatienten geeignet ohne die Einschrankung auf bestimmte HLA- 
Typeh oder definierte T-Zellepitope. Des Weheren, konnen durch diese Therapie polyklonale 
CD4 + -T-Helfer als auch CD8+-CIL induziert werden. 

Behandlungsplan 

20 

Die RNAs fur mehrere Tumorantigene (MUQ, Her-2/neu, Telomerase, MAGE-1) und fur 
ein Kontrollantigen, dem Influenzamatrixprotein (IMP, virales Antigen), werden dem Patien- 
ten LA an den Tagen 0, 14, 28 und 42 verabreicht, Zusatzlich erhaken die Patienten jeweils 
einen Tag nach der RNA-Impfung GM-CSF (Leucomax® (100 ftg/m 2 ) Novartis/Essex 
25 Pharma) s.c. Bei stabilem Krankheitsverlauf bzw. einem objektiven Tumoransprechen (kom- 
plette Remission (CR) bzw. partielle Remission (PR)) erhalten die Patienten ggf. die Vakzinie- 
rungen einmal im Monat sx. Nach der vierten Injekrion (Tag 49) wird das Ansprechen des 
Tumors radiologisch, laborchemisch und/oder sonogiaphisch sowie die durch die Therapie 
induzierten immunologischen Phanomene evaluiert. 

30 

Ab Tag 70 erfolgt eine Fortfuhning der Immunisierungstherapie in 4-wochtentIichen Abstan- 
deru 
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5 



20 



An den Tagen 0, 14, 28, 42 und 49 werden jeweils Blutproben fur Labor, Diff-BB, FACS- 
Analyse und Cytokine enmommen (insgesamt 50 ml). Das Restaging der Patienten erfolgt ab 
Tag 49 sowie ggf . alle wertere 4 bis 8 Wochen. 

Der Behandlungsplan ist in der Fig. 9 schematisch dargestellt 



Labor Gerinnung, Elektrofyte, LDH, S2-M, CX, Leberenzyme, Bilirubin, Kieatinin, 
Harnsaure, Gesamteiweifl, Gerinnung, CRP, Tumonnaiker (Ca 12-5, Ca 15-3, 
10 CEA, a 19-9): 15 ml BluL 

Diff-BB: Differentialblutbild mit Ausstrich (5 ml EDTA-Blut). 

Cytokine: 10 ml Serum. 

FACS: lOmlHeparin-Blut. 

ELIspot: 20 ml Heparin-Bhit 
1 5 Multitest: Analyse der DTH Reakrion* 

DTH: (engL ^delayed type hypersensitivity^, veispatete T-Zell-vennittelte Reaktion) 
Analyse der Reaktion auf intra dermal verabreichte RNA. Zusatzlich soli eine 
Hautbiopsie bei postiver DTH-Reaktion erfolgen (hierfiir ist keine Lokalanas- 
thesie erforderlich). 



Herstellung von RNA aus Plasmiden 



Fur die Produkrion einer Vakzine auf mRNA-Basis werden nur chemisch synthetisierte und 
aus Bakterien aufgereinigte Vorstufen benotigt Dies wild voizugsweise in einer besonders 

25 ausgeriisteten RNA-Produktions-Einheit bewetkstelligL Diese befindet sich in einem abge- 
schlossenen Raum, der als RNase-freie Zone deklariert ist, Ah. Aibeiten mit RNase (zJ$. die 
Aufreinigung von Plasmiden) diirfen nicht ausgefuhit werden. Ebenso wind die Kontaminari- 
on mit natiirlich vorkommenden RNasen stetig ubeipriift. Dieser Raum ist mit Neugeiaten 
(4°G und -20°GKuhkchranke, Heizblock, Sterilbank, Zentrifuge, Pipetten) ausgestattet, 

30 welche noch nie in Benutzung fur biologische oder klinische Aibeiten wrea Diese RNA- 
Produktionseinheit wild ausschliefilich fiir die enzymatische Produkrion (In vtto -Trans- 
kription) von mRNA genutzt (ohne bakterielle, viiale oder Zellkultur- Aibeiten). Das End- 
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produkt umfasst eine sterile RNA-L6sung in HEPES/NaG-Puffer. Qualitatsanalysen werden 
auf einem Formaldehyd-Agarosegel durchgefuhrt. Zusatzlich wild die RNA-Konzentration 
sowie der Anteil an Pioteinen photometrisch bestimmt (OD 320 < 0,1; Verhaltnis von 
OD 260 / ODjgo > 1,8 bei reiner RNA). Eine mogliche Kontamination durch LPS wird im LAL- 
5 Test analysiert Alle RNA-Proben werden vor dem Verabrcichen steril f iltriert. 

Plasmid-Konstmkte 

Die ausgewahlten Gene (CEA, Mucinl, Her-2/neu, Telomerase, Mage-Al and Influenza 
1 0 Matrix) werden iiber PCR durch den Einsatz eines thennostabilen Hgh-Pefonnance-Enzyms 
(pfu, Stratagene) amplifiztert. Die Gene stammen aus Tumor-cDNA (Mucinl, Her2/neu, 
Telomerase), oder sie wurden in bakterielle Vektoren Moniert (Influenza Matrix und MAGE- 
Al). Die PCR-Fragmente werden mit Restrikrionsenzymen geschnitten (Mucinl: Bgttl-Spel; 
Her-2/neu: HinDmblunt-Spel; Telomerase: Bglll-Spel; MAGE-A1: BamHI-Spel; Influenza 
15 Matrix Protein: Bglll-Spel) und in das THS-Plasmid (vgL Fig, 8) iiber die Bglll und Spel 
Restriktionsstellen klonierc Plasmide holier Reinhek werden iiber das Endo-free Maxiprepa- 
ration Kit (Qiagen, Hflden, Deutschland) erhalten. Die Sequenz des Vektors wild iiber eine 
Doppelstrang-Sequenzierung vom 17 Promotor bis zur PstI Stelle kontrolliert und dokumen- 
tiert Plasmide, deren insertierte Gensequenz konekt und ohne Mutationen ist, werden fur die 
20 In vtro -Transkription benutzt. (Kontrolle iiber die publizierten.Sequenzen: Accession Num- 
mera: M11730 fur Her-2/neu, NMJD02456 fiir MUC1, NM 003219 fur Telomerase TERT, 
V01099 fur Influenza Matrix und M77481 fiirMAGE-Al). 

In vitro -Transkription 

25 

Pnxhktim im linearvr, pwteinfmerDNA 

500 fig von jedem Plasmid werden in einem Volumen von 0,8 ml iiber ein Verdau mk dem 
Restriktionsenzym PstI in einem 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefafi linearisiert. Dieses geschrut- 
30 tene Konstrukt wild in die RNA-Produkrionseinheit uberftihrt. 1 ml eines Gemischs von 
Phenol/QJorofonn/Isoamyklkohol wird zu der linearisierten DNA gegeben. Das Reakti- 
onsgefafi wird fiir 2 Minuten gevortext und fiir 3 Minuten bei 15.000 UpM abzentrifuguiert. 
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Die wasserige Phase wind abgenommen und mit 0,7 ml 2-Propanol in einem 2 ml Reaktions- 
gefafl vermischt Dieses Gefafi wild 15 Minuten bei 15000 UpM zentrifugiert, der Uberstand 
verworfen, und es wird 1 ml 75% Ethanol hinzugefiigt Das Reakrionsgefafi wild fur 10 MI- 
nuten bei 15.000 UjpM zenrifugiert, und der Ethanol wird entfemt Das Gefafi wild nochmals 
5 fiir 2 Minuten zentrifugiert, und die Reste des Ethanols weiden mit einer Mikroliter- 
Pipettenspkze entfemt Das DNA-Pellet wird dann in 1 fig/ ml in RNase-freiem Wasser auf- 
gelost 

Enzyrmtisde Synthese ckrRNA 

10 

In einem 50 ml Falcon-Rohrchen wird folgendes Reakrionsgemisch hergestellt: 100 \ig line- 
arisieite proteinfreie DNA, 1 ml 5x Puffer (200mM Tris-HQ (pH7,9), 30 mM MgG 2 , 10 mM 
Spermidin, 50 mM NaG, 50 mM DTI), 200 1 Ribonuclease (RNase)-Inhibitor (rekombinant, 
5 000 U), 1 ml rNTP-Mk (jeweils 10 mM ATP, CIP, UIP; 2 mM GTP), 1 ml CAP Analo- 
15 gon (8 mM), 150 jd 17 Polymerase (3000 U) und 2,55 ml RNase-freies Wasser. Das Gesamt- 
volumen betragt 5 mL Das Gemisch wird fiir 2 Stunden bei 37 °C im Heizblock inkubiert 
Danach werden 100 U RNase-freie DNase zugefugt, und das Gemisch wird wieder fiir 30 
Minuten bei 37 °C inkubiert Herbei wird die DNA-Matrize enzymatisch abgebaut 

20 Be$<hruburtg undHaktvifi der drzdrm Konponenten 

17 Polymerase: aufgereinigt aus einem E .colt -Stamm, der ein Plasmid mit dem Gen fiir die 
Polymerase enthalt Diese RNA-Polymeiase verwendet als Substrat nur Promotorsequenzen 
des 17-Phagen; Fa. Fermentas. 
25 NIPs: chemisch synthetisiert und uber HPLC aufgereinigt Reinheit iiber 96%; Fa. Fermen- 
tas. 

CAP Analogom chemisch synthetisiert und uber HPLC aufgereinigt Reinheit iiber 90%; In- 
stitut fiir Organische Chemie der Uhrversrtat Tubingen* ' 

RNase Inhibiton RNasin, zur Injektion, rekombinant hergestellt (E. aaS); Fa. Promega. 
30 DNase: Pulmozym* („dornase alfa*); Fa. Roche 
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Ramgwg 

Die mk DNase behandelte RNA wind mit 20 ml von einer Losung aus 3,3 ml 5 M NH40Ac 
plus 16,65 ml Ethanol vermischt Das Gemisch wird fur 1 Stunde bei -20°C inkubiert und 
5 bei 4000 UjpM fur 1 Stunde zentrifugiert Der Uberstand wind entfemt und das Pellet mit 5 
ml 75% RNase-freiem Ethanol gewaschen. Das Gefafi wird nochmals bei 4000 UpM fur 15 
Minuten zentrifugiert und der Uberstand entfemt. Das Gefafi wird nochmals unter den vor- 
herigen Bedingungpn zentrifugiert und der veibleibende Ethanol mit einer Mkrolkerpipetten- 
spitze entfemt Das Reaktionsgefafi wird geoffnet, und das Pellet wird unter einer Sterilbank 
10 im sterilen Umf eld getrocknet 

1 ml RNase-freies Wasser wird zur getrockneten RNA hinzugefugt Das Pellet wird bei 4 °C 
fiir mindestens 4 Stunden inkubiert 2 fA der wasserigen Losung werden einer quantitation 
Analyse (Bestimmung der UV-Absorption bei 260 nm) unterzogen. 2 ml einer Phe- 

15 nol/Qdorofonn/Isoan^alkohol-Losung werden zu 1 ml wasseriger RNA-L6sung hinzuge- 
fugt Das Gemisch wird fur 2 Mnuten gevortext und bei 4000 UpM fur 2 Minuten zentrifu- 
giert. Die wasserige Phase wird mit einer Mikroliterpipette entfemt und in ein neues Reaki- 
onsgefafi uberfiihrt 4 ml einer Losung aus 0,66 ml 5 MNH40Ac plus 3,33 ml Ethanol wer- 
den hinzugefugt Das Gemisch wird fiir 1 Stunde bei -20°C inkubiert und bei 4000 UpM fiir 

20 1 Stunde zentrifugiert. Der Uberstand wird entfemt und das Pellet mit 75% RNase frciem 
Ethanol gewaschen. Das Gefafi wird nochmals bei 4000 UpM fiir 15 Minuten zentrifugiert, 
und der Uberstand wird entfemt Das Gefafi wird nochmals unter den vorherigen Bedingun- 
gen zentrifugiert und der veibleibende Ethanol mk einer Mikroliterpipettensphze entfemt 
Das Reaktionsgefafi wird geoffnet und unter einer Sterilbank das Pellet im sterilen Umfeld 

25 getrocknet 

Die RNA wird in RNase-freiem Wasser gelost und auf eine Konzentration von 10 mg/ml 
eingestellt Sie wird 12 Stunden bei 4 °C inkubiert Durch Zugabe von Injekrionspuffer (150 
mMNaQ, 10 mM HEPES) wird eine Endfconzentration von 2 mg/ml eneicht Das Endpro- 
30 duk wird vorzugsweise unter GMP-Bedingungen vor Gebrauch sterilfiltriert. 
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Application der RNA 

Jeder Patient erhalt an zwei verschiedenen Stellen eine intradermale (Ld) Injektion von je 150 
pi der Injektionslosung, in der je 100 /ig Antigen-codierende mRNA (CEA, Her-2/neu, MA- 
5 GE-A1, Mucin 1, Telomerase, Influenza Matrix Protein) gelost vqrliegt 

Nach der Primarimmtuiisierung wird afle 14 Tage eine Booster-Immunisierung durchgefiihrt> 
urn dann die Impfungen in monatKchem Abstand zu wiedeiholen. Jeweils einen Tag nach der 
RNA-Injektion wird den Patienten zusatzlich GM-CSF (Leucomax®, Sandoz/Essex Pharma) 
10 sub cutan (sx.) veiabrcicht 

Bei vorhandenem klinischen Ansprechen bzw. Stabilisierung der Erkrankung wird diese The- 
rapie in monatlichen Abstanden fortgefiihrt. 

15 Weitere immunologische Uhtersuchungen tnvtrv (optional) 

Diirchflusscytometrische Untersuchungen von PBMC zur Quantifizierung von CTLr 
Voriaufem; 
5! Cr-Freisetzungstests; 
20 Losliche Rezeptoren- und Cytoldnspiegel im Serum; 

DTH-Reaktion (Hautreaktion auf intra dermal injizierte RNA, „ delayed type hypersensitivi- 
ty^, T-Lymphocyten vermittelte Reaktion); und 

Hautbiopsieproben aus der Injektbnsstelle zur histologischen Uhteisuchung auf T-Zell- 
Infiltration (Pathologie). 

25 

Parameter zur Beuiteilung der Wiiksamkeit 

Um die Frage nach der WIrksamkeit dieser Immuntherapie beantworten zu konnen, wird die 
Induktion tumorspezifischer T-Zellen und einer meCbaren Tumonemission herangezogen. 
30 Als Parameter geken in vtvo und in utd gemessene T-Zellreaktionen sowie GroCenandemngen 
bidimensional erf afibarer Tximonnanifestationen oder laborchemischer Verkuf sparameter. 
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Die objektive Remission ist definiert als bestes Ansprechen in Form einer kompletten oder 
paitiellen Remission, entsprechend den unten aufgefuhrten Kriterien. Die Remissionsrate 
berechnet sich aus dem Verhaltnis aus der Anzahl derPatienten mit objektiver Remission und 
der Gesamtzahl auswertbarer Patienten, 

Als immunologisches Ansprcchen auf die Therapie wild eine Veranderung im Immunstatus, 
bestunnit durch Immuntypisierung peripherer mononuklearer Zellen, Erhohung der antigen- 
spezif ischen CTLr Vorlauferfrequenz im peripheral Blut und die Indukrion einer anhaltenden 
tumorspezifischen T-Zelkkrivitat gewertet Hierzu werden in ikro Indukrionskulturen zur 
Aktrvierung tumorspezif ischer CTL etabliert 

Renissionskriterien (gem UICQ 

Komplette Remission (CR): Vollstandige Riickbildung aller messbaren Tumormanifestatio- 

nen, dokumentiert dutch 2 mindestens 4 Wochen auseinander- 
liegende Kontrolluntersuchungen. 

Paitielle Remission (PR): Grofienabnahme der Summe der Flachenmafie (Produkt zweier 

Tumoidurchmesser oder lineare Messung eindimensional mess- 
barer Lasionen aller Tumorbefunde urn 50 % fur mindestens 4 
Wochen), Kein Neuauftreten von Tumormanifestarionen oder 
Progression eines Tumorbefunds. 

JNo Change" (NQ: Abnahme aller messbaren Tumoimanifestationen urn weniger 

als 50 % oder Zunahme eines Tumorbefundes. 

Pro gression (PD): Grofienzunahme der Tumorparameter in mindestens einem 

Herd oder Neuauftreten einer Tumormanif estatioa 
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Beispiel 5: Vakzinierung mit autologer, amplifizierter Tumor-RNAbei Patienten mit 
malignem Melanom 

5 Einleitung 

Die TrmVfcn* des malignen Melanoms ist in den letzten Jahren weltweit stark angestiegea 
Falls sich die Melanomerkrankung zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bereits im metasta- 
sierten Stadium befindet, so gibt es derzeit keine Therapie, die den weiteren KianHieitsverkuf 
1 0 mit ausreichender Sicherheit positiv beeinflufit 

Bislang durchgefuhrte Vakzmierungstherapien unter Verwendung von dendritischen Zellen 
sind wegen der komplizierten Anziichtung der Zellen sehr labor-, kosten- und zeitintenshr 
(GMP-Bedingungen). Wekeihin konzentrierten sich die Studien bislang vorwiegend auf be- 
1 5 kannte tumorassoziierte Antigene (TAA), wie zum Beispiel Melan-A oder Tyrosinase. 

Eine Reflie verschiedener imniunologischer Phanomene wie unter andercm das Auftreten 
von spontanen Tumonegiessionen oder der spontanen Involution von Metastasen haben das 
Melanom zum vonangigen Kandidaten zur Eiprobung immuntheiapeurischer Uhtersuchun- 

20 gen gemacht (Parkinson et aL, 1992). Neben Versuchen der unspezifischen Stimulation des 
Immunsystems mittels Interleukin-2, Mistelextrakten, BOG und Interferonen, die bisher zu 
keinen entscheidenden Durchbriichen in der Therapie fortgeschrittener Tumorerkrankungen 
fuhrten, wurde in den letzten Jahren insbesondere die Strategic der Induktion verschiedener 
hochspezifischer cytotoxischer T-Lymphocyten (CIL) verfolgt Diese CIL sind in der Lage 

25 autologe Melanomzellen zu erkennen und abzutoten (Boon et aL, 1994; Houghton, 1994). 
Untersuchungen dieses Vorgangs eigaben, dass die CIL definierte Peptide in Verbindung mit 
MHGKlasse-I-Mblekiilen erkennen. Die Prasentation von Peptiden durch Antigen- 
prasentierende Zellen (APQ sind der physiologische Weg zur Erzeugung von spezifischen 
Immunantworten durch Lymphocyten (Rammensee, 1993). Dendritische Zellen haben sich 

30 als potente Antigen-prasentierende Zellen erwiesen, die auf zwei Wegen zu einer Induktion 
der Immunantwort fiihren: Der erste ist die direkte Prasentation von Peptiden gegeniiber 
Q}8 + -T-Lymphocyten und denen Aktivierung (Schuler & Steinmann, 1985; Inaba et aL, 1987; 
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Romani et aL, 1989), der zweite ist die Erzeugung einer protektiven Immunantwort, die von 
0)4 + -Helferlymphocyten vermktelt wind, und eine Piasentation von Pepriden iiber MHG 
Klasse-H-Molekule voraussetzt (Grabbe et aL, 1991,1992,1995). 

5 Mittels der Pepridanalyse konnten so verschiedene Tumor-assozierte Antigene (TAA) identi- 
fiziert werden, die fiir das Melanom spezifisch sind und nach Piasentation in Veibindung mk 
dem MHGMolekiil und Erkennung durch die CIL zur Cytolyse der Tumoizellen fuhreri 
(Schadendorf et aL, 1997, S. 21-27). 

10 Die Verwendung von autologen, dendritischen Zellen wurde im Rahmen einer Pilotstudie bei 
Melanompatienten beziiglich seines Potentials, effekriv, schnell und zuverlassig cytotoxische 
T-Lymphocyten zu induzieren, getestec In dieser Studie wurden 16 berths chemotherapeu- 
tisch voibehandeke Melanompatienten im Stadium IV mit Peptidrbekdenen dendritischen 
Zellen vakziniert Die Ansprechraten lagen iiber 30% (5/16 Patienten) (Nestle et aL, 1998). In 

1 5 einer weitercn unabhangigen Studie konnte eine noch hohere Ansprechrate von mehr als 50% 
(6/11 Patienten) nach Immunisierung von bereits chemotherapeiitisch vorbehandeken, me- 
tastasierten Melanompatienten mit MAGE-3Al-beladenen dendritischen Zellen gezeigt wer- 
den (Ihumer et aL, 1999). Ebenfalls wuide eine signifikante Expansion von MAGE-A3- 
spezifischen CD8 + -T-Zellen in 8/11 Patienten beobachtet. Es erfolgte nach der DG 

20 Vakzinierung in einigen Fallen eine Regression der Metastases. Dies wurde von einer CD8 + - 
T-ZeUrlnfikration begleitet. Dies zeigte, dass die induzieiten T-Zellen in uw aktiv waien. 
Nachteil dieser Strategic ist der grofie kosten- und labortechnische Aufwand (insbesondere 
GMP-Bedingungen) . Fiir die zeitintensive Generierung der DC werden grofie Mengen an 
Patientenblut benotigt. Bei der Herstellung der Peptide kann zum einen nur auf bekannte 

25 tumorassoziieite Antigene zurikkgegriffen werden, zum anderen sind je nach HLA-Haplotyp 
verschiedene Peptide notwendig. 

Erne Wekerentwicklung dieses Ansatzes ist die Vakzinierung mit RNA-transfizierten DC 
(Nair et aL, 1998, Nair et aL, 2000). Zahlreiche Studien belegen inzwischen, dafi DC von 
30 Maus und Mensch, die mit mRNA tiansfiziert wurden, eine effiziente CILrAntwort in zitrv 
und in-vivo auslosen konnen und zu einer deudichen Reduktion von Metastasen fuhien kon- 
nen (Boczkowski et aL, 1996, 2000; Ashley et aL, 1997; Nair et aL, 1998, 2000; Heiser et aL, 
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2001; Mtcheli and Nair, 2000; Koido et aL, 2000; Schmitt et aL, 2001). Ein giofler Vorteil bei 
der Verwendung von RNA gegemiber Peptiden ist, dass vetschiedenste Peptide aus einer fur 
ein TAA codierenden mRNA prozessiert und prasentieit werden konnen. Dutch eine derarti- 
ge polyvalente Vakzine kann die Wahischeinlichkek fiir das Anftreten von sogenannten klo- 

5 nalen „tumor escape"- Phanomenen deudich gesenk werden. Dariiber hinaus konnen durch 
diesen Ansatz T-ZelWermkteke Immunantwoiten gegen auf naturlichem Wege prozessieite 
und prasentieite Antigene mit potentiell hoherer Immundominanz induzieit werden. Durch 
zusatzKche Beteiligung von MHGKlasse-II-iestrii^ierten Epkopen kann die induzierte tu- 
morspezifische Immunantwort verstarkt und langer aufrecht erhaken werden. Trotzdem ist 

10 auch dieses Verfahren wegen der notigen Kukmerung der autologen DQ nur mit hohem 
Laboraufwand (GMP-Bedingungen) chirchfuhibar. 

Bei der vorliegenden erfindungsgemafien Strategic wird mk dem im autologen Tumor des 
Patienten vorhandenen RNA-Expressionsprofil vakziniert. Daduich wird dem spezifischen 
15 Tumorpiofil des Patienten Rechnung getiagen, wobei auch unbekannte TAAs in die Impfung 
mk eingehen. Die aufwendige Anzucht der DC entf allt, da bei der Vakzinierung RNA (keine 
tiansf izieiten DCs) verwendet werden. 

Erf indungsgemafi wird daher eine Impftherapie unter Verwendung von amplifizierter autolo- 
20 ger Tumor-RNA an Patienten mk metastasiertem malignem Melanom, insbesondeie Stadium 
IH/IV, bereitgestelk. 

Durch die Vakzinierung werden in mo eine tumorspezifische cytotoxische T-Zellen induzieit, 
um so einen Idinisch-therapeutischen Effekt (Tumor-Response) zu errcichen. Es handek sich 

25 um einen Immunisierungsansatz, der nur minimale Eingriffe beim Patienten (Injektbn) er- 
fordert Die Therapie kann ambulant erf olgen und ist fiir viele Tumoipatienten geeignet ohne 
die Einschrankung auf bestimmte HLA-Typen oder definieite T-Zellepkope. Dariiber hinaus 
konnen durch diese Therapie polykfonale CD4 + T-Helfer als auch CD8+-CTL induziert wer- 
den. Von der Strategic her entscheidend ist auch die Beriicksichtigung bislang unbekannter 

30 TAAs beim ImpfprotokoD, sowie die ausschliefiliche Verwendung von autologem Material 
besonders vorteilhaft. 
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Behandlungplan 

Die amplifizierte autologe Tumor-RNA wird dem Patienten Id an den Tagen 0, 14, 28 und 
42 verabreicht. Zusatzlich erhalten die Patienten jeweils einen Tag nach der RNA-Impfung 
5 GM-CSF (Leucomax® 100 ftg/nf, Novartis/Essex) sx. Jeder Patient erhalt an zwei verschie- 
denen Stellen eine Ld Injektion von je 150 /d der Injektionslosung, in. der je 100 p% autotage 
Tumor-RNA gelost ist 

2 Wochen nach der vierten Injektion (Tag 56) weiden gff. das Ansprechen des Tumors durch 
10 eine Staging-Untersuchung (aa. Sonografie, Rontgen-Thorax, CT usw.; siehe hierzu die wei- 
ter unten stehenden Ausfiihrungen) sowie durch die Auswertung der durch die Therapie in- 
duzierten immunobgischen Parmeter evaluiert 

Bei stabflem Ktankheitsverkuf oder einem objektiven Tumoransprechen (CR bzw. PK) eihal- 
15 ten die Patienten die Vakzinierungen alle 4 WocheiL Weitere Restaging-Uhtersuchungen 
konnen bspw. Tag 126, dann im 12-wochigem Abstand voigesehen werden- 

Der Behandlungsplan ist in der Fig. 13 schematisch daigestelk 

20 Hersteflung autologer Tumor-RNA 

Ziel ist die Hersteflung autologer Poly(A + )-RNA Herfiir wird aus patienteneigenen Tumor- 
gewebe Poly(A + )-RNA isoliert Diese isolierte RNA ist an sich sehr instabil und in ihrer Men- 
ge limitiert. Deshalb wird die genetische Information in eine wesentlich stabilere cDNA- 
25 BMothek umeschrieben und somit konserviert Ausgehend von der patienteneigenen 
cDNA-Bibliothek kann fiir den gesamten Behandlungszehraum stabilisierte autologe RNA 
hergestellt werden. Das erfindungsgemafie Vorgehen ist in der Fig. 10 schematisch dargesteflt. 

RNA-Isdkrung 

30 

Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus einer Tumorgewebe-Biopsie wird ein Verfahrcn der Fa. 
Roche AG angewendet. Hierbei wird das High Pure RNA Isolation Kit (Bestellnummer 



WO 03/051401 PCT/EP02/14577 

49 

1828665) nach HersteUerangaben eingesetzt. Poly(A + )-RNA wild aus der Gesamt-RNA iiber 
ein weitercs Veifahren der Roche AG mit dem High Pure KNA Tissue Kit (Bestelbummer 
2033674) isolieit. 

5 Hastdlm^eb^cDNA'BMioM 

Die cDNA BMothek wd mit dem „SMART PCR cDNA Synthesis Kit" (Fa. aontech Inc., 
USA; Bestelbummer PT3041-1) gemafi den Angaben des Herstellers konstruierL 

10 Herbei wild die einzelstrangige Poly(A + )-RNA iiber einen speziellen Primer revets transkri- 
biett. Uber einen poly-GUberhang am 3 -Ende der neu synthetisierten DNA bum ein weke- 
rer Primer hybridisieren, uber den das. Konstrukt durch PCR amplifiziert weiden kann. Die 
doppelstiangigen cDNA-Fragmente stehen nun zur Klbnietung in einen geeigneten KNA- 
Piodukionsvekor (z3. pTTIS; vgL Fig. 8) bereit 

15 

Das Veifahren zur Herstellung der cDNA-BMothek aus der Poly- A + -RNA mit H3fe des 
obigen Kits ist in der Fig. 11 schematisch dargestelk. 

PlasrridKonstrukte 

20 

Die cDNA-PCR-Fragmente werden mit den Restriktioraenzyrnen NotI und Spel geschnhten 
und in die entsprechenden Restrikdonsstellen des pT7TS Vektors analog der im Beispiel .4 
angegebenen Vorgehensweise Moniert. Plasmide hoher Reinheit weiden iiber das Endo-free 
Maxipreparation Kit (Qiagen, Hlden, Deutschland) erhalten. Plasmide, deren einklonierte 
25 Gensequenz der erwarteten Grossenfrakrioniening (200bp-4000bp) der cDNA-Bibliotbek 
entsprechen, werden fur die In xitrv -Tianskription benutzt. Ein Beispiel einer Auftrennung 
einer reprasentativen cDNA-BMothek in einem Agarosegel ist in der Fig. 12 gezeigt. 

In utro -Transkription und RNA- Application 

30 

Die In zitro -Transkription und die Verabreichung der RNA erfolgen wie im vorstehenden 
Beispiel 4 beschrieben. 
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Untereuchungen wahrend der Behandlung 

Vor jeder Impfung (am Tag der Impfung): 
5 KorperKche Untersuchung (einschKefilich RR, Fieber); 
Blutabnahme Routine-Laborweite 

1. BlutbiId,Differcntial-Blutbild:3ml 

2. Elekrrolyte, LDH, CK, Leberenzyme, Bilirubin, Kieatinin, Harosaure, Gesamreiweifi, 
CRP:5ml 

10 3. Blutsenkung: 2 ml; und 

bei Wiedeiholungsimpfungen zusatzlich: Inspektion der Injektionsstellen. 

Am Tag 1 nach jeder Impfung: 

KorperKche Untersuchung (einschKefiKch RR, Fieber); und 
1 5 Inspektion der Injektionsstellen. 

Bei Staging-Untersuchungen am Tag 56 und 126 nach der ersten Impfung, dann alle 12 Wo- 
chen, zusatzlich: 

Erweherte Routine-Bhrtentnahme: 
20 1. TumormarkerS100(7ml) 
2. Gerinnungswerte (3 ml); 
Blutentnahme Immunmonicoring (30 ml); 
Allgemeinbefinden (EOOG-Score) ; 

Bildgebende Verfahren (Ronigen-Thorax, Sonographic, Skelettszintigramm, CT-Abdomen, 
25 Becken, Thorax, Schadel); und 
EKG. 

Weitere immunologische Uhtersuchungen invtm 



30 Es wd ggf. die relative Haufigkek von antigen-spezifischen CIL-Vorlaufeizellen im periphe- 
rcn Blut des Patienten im zeitlichen Verlauf der Impftherapie gemessen. 
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Zum einen werden hierbei mit FACS-Anatysen (Tetramerfarbung) CllrVoriauferzellen 
quantifiziert, die gegen von Melanomzellen im besonderen Mafie exprimierte Antigene 
gerichtet sind (Tyrosinase, MAGE-3, Melan-A, GP100). Zum andercn werden EUspot- 
Uhtersuchungen durchgefuhrt, die so ausgelegt sind, dass zusatzlich CTLrVorlauferzzellen 
5 erf asst werden, die spezifisch gegen bislang unbekannte Antigene gerichtet sind Dazu werden 
autologe dendritische Zellen, die axis dem peripheren Blut der Patienten kultrviert werden, mit 
der gleichen RNA inkubiert, mit der auch die Impfung durchgefuhrt wurde. Diese dienen 
dann als Stimulatotzellen in der EUspot-Untersuchung. Die Messung erfasst somit das ge- 
samte Impfspektrum. Fiir diese Untersuchungen konnen Blutentnahmen fiir das Immunmo- 
10 nitoring im Rahmen der Staging-Untersuchungen und zusatzlich an den Tagen 0, 14, 28 und 
42 von insgesamt 30 ml (20 ml EUspot, 10 ml FAGS- Analyse) vorgesehen werden, sowie 
eine einmalige Abnahme von 100 ml an Tag 70 zur Anzucht der DC 

Des Weiteren konnen Hautbiopsieproben aus der Injektionsstelle zur histologischen Uhter- 
1 5 suchung hinsichtlich einer T-Zell-Infiltration gewonnen werden. 

Parameter zur Beurteilung der Wiifaamkek 

Die Wiiksamkeit der erfindungsgemafien Hierapie wird anhand der vorstehend im Beispiel 4 
20 angegebenen Parameter bewertet. 
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Patentanspriiche 

5 1. Phannazeutische Zusammensetzung, enthaltend mindestens eine mRNA, umfassend 
raindestens einen fiir mindestens ein Antigen aus einem Tumor codierenden Be- 
reich, in Verbindung mit einem wasserigen LosungsmitteL 

2. Phannazeudsche Zusammensetzung nach Anspruch 1, wobei der fur das oder die 
10 Antigen(e) aus einem Tumor codierende Bereich und/oder der 5 - und/oder der 3- 

nicht-transladeite Bereich der mRNA. gegenuber der Wildtyp-mKNA deiait veian- 
dert ist, dass er keine destabilisierenden Sequenzelemente aufweist. 

3. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 1 oder 2, wobei die mRNA eine 
15 5-Cap-Struktur und/oder einen Poly(A + )-Schwanz von mindestens etwa 25 

Nucleotiden und/oder mindestens eine IRES und/oder mindestens eine 5- 
Stabilisierungssequenz und/oder mindestens eine S'-Stabilisierungssequenz aufweist 

4. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 3, wobei die 5- und/ oder die 
20 3 -Subilisierungssequenz(en) aus der Gruppe, bestehend aus nicht-translatierten Se- 

quenzen (LFTR) des 0-Globingens und einer Stabilisierungssequenz der allgemeinen 
Fonnel (C/U)CX^CXXXU/^lVxUG(C/lJ!)OQ ausgewahlt ist/sind 

5. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei die 
25 mRNA mindestens ein Anologes naturlich voikommender Nucleotide aufweist* 

6. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 5, wobei das Analoge aus der 
Gruppe, bestehend aus Phosphoithioaten, Phosphoramidaten, Peptidnucleotiden, 
Methylphosphonaten, 7-Deazaguanosin, 5-Methylcytosin und Inosin, ausgewahlt ist. 

30 
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7. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei das 
oder die Antigen(e) aus einem Tumor ein Polyepitop von Antigenen aus einem Tu- 
mor ist/sind. 

8. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 7, wobei das Polyepitop duich 
Deletion, Addition und/oder Substitution eines oder mehrerer Aminosaurereste 
modifiziert ist 

9. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 8, wobei die 
mRNA zusatzlich fiir mindestens ein Cytokin codiert 

10. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 9, welche wei- 
ter ein oder mehrere Adjuvanzien enthak. 

11. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 10, wobei das Adjuvans aus der 
Gruppe, bestehend aus lipopolysaccharid, TNF-a, CD40-Ligand, GP96, Oligonu- 
cleotiden mk dem CpG-Motiv, Aluminiumhydioxid, Freud'sches Adjuvans, Lipo- 
peptiden und Cytokines ausgewahlt ist 

12. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 11, wobei das Cytokin GM- 
CSFist. 

13. Phannazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 12, wobei die 
mRNA mit mindestens einem kationischen oder polykationischen Agens komple- 
xiert oder kondensiert voriiegt 

14. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 13, wobei das kationische oder 
polykationische Agens aus der Gruppe, bestehend aus Protamin, Poly^LrLysin, Poly- 
L-Aiginin und Jistonen, ausgewahlt ist 
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15. Phannazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 14, welche 
waiter mindestens einen RNase-Inhibitor enthalt. 

16. Phannazeutische Zusammensetzung nach Anspnich 15, wobei der RNase-Inhibitor 
RNasinist 

17. Phannazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 16, die eine 
Mehizahl von mRNA-Molekiilen enthalt, welche eine cDNA-BMothek oder einen 
Teil davon eines Tumorgewebes rcprasentieren. 

18. Phannazeutische Zusammensetzung nach Anspnich 17, wobei der Teil der cDNA- 
Bibliothekfur die tumorspezifischen Antigene codiert. 

19. Phann aze utische Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 18, wobei das 
oder die Antigen(e) aus einem Tumor aus der Gruppe, bestehend aus 707-AP, AFP, 
ART-4, BAGE, kCatenin/m, Bcr-abl, CAMEL, CAP-1, CASP-8, CDC27/m, 
CDK4/m, CEA, CT, Cyp-B, DAM, ELF2M, ETV6-AML1, G250, GAGE, GnT-V, 
GplOO, HAGE, HER-2/neu, HTA-A«0201-R170I, HPV-E7, HSP70-2M, HAST-2, 
hTERT (oder hTRT), iCE, KIAA0205, LAGE, LDLR/FUT, MAGE, MART- 
1/Melan-A, MC1R, Myosin/m, MLO, MUM-1, -2, -3, NA88-A, NY-ESOl, pl90 
minor bcr-abl, Pml/RARa, PRAME, PSA, PSM, RAGE, RU1 oder RU2, SAGE, 
SART-1 oder SART-3, TEI/AML1, TPI/m, 1RP-1, TRP-2, TRP-2/INT2 und 
WT1, ausgewahlt ist/ sind 

20. Phannazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 19, wobei die 
mRNA einen Sequenzbereich enthalt, welcher der Eihohung der Translations rate 
client. 

21. Phannazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 20, enthaltend 
mindestens einen weiteren phannazeutisch vertraglichen Tiager und/ oder mindes- 
tens ein weiteres phannazeutisch vettragliches VehikeL 
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22. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 21 zur Thera- 
pie und/oder Prophykxe gegen Krebs. 

23. Verfahrcn zur Heistellung einer pharaiazeutischen Zusammensetzung nach einem 
der Anspriiche 1 bis 22, umfassend die Schritte: 

(a) Heistellen einer cDNA-Bibliothek oder eines Teils davon aus Tumorgewebe 
eines Patienten, 

(b) Heistellen einer Matrize fur die In vtro -Tianskriprion von RNA anhandder 
cDNA-BMothekoder eines Teils davon und 

(c) In titro -Tianskribieren der Matrize. 

24. Verfahrcn nach Anspmch 23, wobei der Teil der cDNA-Bibliothek des Tumorge- 
webes fur die tumorspezifischen Antigene codiert 

25. Vefahren nach Anspruch 24, in welchem vor Schritt (a) die Sequenzen der tumor- 
spezifischen Antigene ermittek weiden. 

26. Verfahrcn nach Anspruch 25, wobei das Ennitteln der Sequenzen der tumorspezifi- 
schen Antigene einen Abgleich mk einer cDNA-Bibliothek aus gesundem Gewebe 
umfasst 



27. Verfahrcn nach Anspruch 25 oder 26, wobei das Ennitteln der Sequenzen der tu- 
morspezifischen Antigene eine Diagnose dutch einen Mkioarray umfasst 
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Fig. 11 
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Fig. 13 
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Fig. 14 
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